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1 Einleitung 
"Ich glaube, nur wenige Entdeckungen waren von so perfekter Schönheit." 
James Watson zur Entdeckung der Helix - Struktur einer DNA 
James Watson's Faszination lässt die Frage zu, ob nicht nur der Informationsgehalt einer 
DNA - oder  RNA - Sequenz eine entscheidende Rolle für Nukleotid - Nukleotid - oder 
Nukleotid - Protein - Interaktionen auf in vivo1 bzw. in vitro1 basierende Prozesse besitzt, 
sondern auch die Strukturen der Nucleotide von essenzieller Bedeutung sind. 
Ein Gedanke, der von der Technischen Universität Dresden gestellt wurde, ist eine Klassi-
fizierung von DNA - und RNA Strukturen, welche sich speziell an Aptamerbibliotheken 
zum Gewinnen von targetspezifischen, bifunktionisierbarern Nukleotid - Aptameren orien-
tiert. [1] 
Für einen theoretischen Ansatz zu dieser Klassifizierung wurde diese Bachelorarbeit ge-
schrieben. 
1.1 Motivation 
Eine Klassifizierung der DNA - und RNA - Strukturen ermöglicht eine interessante An-
wendung im Bereich der Bioinformatik, welche durch die Verwendung von Sekundärstruk-
tur - Vorhersagealgorithmen erfolgt. Diese Algorithmen sind speziell für die Vorhersage 
von DNA - und RNA - Strukturen realisiert wurden. 
 Aufgrund der Praxisbezugsnähe, durch die der TU - Dresden durchgeführten SELEX - 
Verfahren, gewinnt dieses Thema um so mehr an Bedeutung, da es gilt, Antworten zu 
finden, ob Aptamere spezifisch an einem Target binden. Forschungen zeigen, dass es 
keine signifikanten Ergebnisse in der Primärstruktur gibt. [2] Vielmehr wird die Sekundär-
struktur für ausschlaggebend gehalten.   
Der Nutzen dieses Wissen spiegelt sich in der Wirtschaftlichkeit eines SELEX - Verfah-
rens wieder. Für die Durchführung eines solches Verfahren werden ca. 1018 Nukleotid - 
Sequenzen - Bibliotheken mit einer Länge von ca. 40 Nukleotiden synthetisiert, was einen 
beträchtlichen Kostenfaktor für Labore darstellt. Mit der Erkenntnis, welche Strukturklas-
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sen für eine spezifische Bindung an einem Target relevant sind, wird eine reduzierte Nuk-
leotid - Sequenzen - Bibliothek realisiert werden können, wodurch es zu einer effiziente-
ren Wirtschaftlichkeit kommt. 
Weitere praktische Anwendungen finden sich in der Entwicklung/ Verbesserung von Me-
dikamenten, welche in der personalisierten Medizin umsetzbar sind. Als letztes Anwen-
dungsbeispiel für eine Klassifizierung von Nukleotid - Sekundärstrukturen soll die Biosen-
sorik dienen, wo Anwendungen von  biomolekularen Erkennungssystemen unter Verwen-
dung von Aptameren schon heute realisiert sind. [3] 
Es muss darauf hingewiesen werden, dass im Kapitel Grundlagen eine ausführliche Er-
läuterung der hier verwendeten Verfahren und Begriffe erfolgt. 
1.2 Zielstellung 
Für das Verständnis der angewendeten Verfahren (Strukturvorhersage, Suche nach Bin-
dungsmuster) wird im Kapitel Grundlage eine Erklärung der molekularbiologischen Grund-
lagen zum Thema DNA -, RNA - Strukturen, minimale freie Enthalpie - Bewertungen der 
Sekundärstrukturelemente von DNA und RNA sowie das SELEX Verfahren erklärt. Das 
Unterkapitel für bioinformatische Grundlagen erklärt das Prinzip der Sekundärstrukturvor-
hersagealgorithmen sowie einen Zusammenhang von Struktur und Sequenzmotiven, wel-
ches für die Auswertung der Ergebnisse unerlässlich ist. 
Aus den vermittelten Grundlagen wird im Kapitel Sekundärstrukturvorhersage für die ver-
wendeten Sekundärstrukturvorhersage - Algorithmen eine Aussage für ihre Qualität und 
Quantität getroffen, wodurch ihre Verwendung im späteren Verlauf dieser Arbeit legitimiert 
wird. Anschließend erfolgt die Sekundärstrukturvorhersage für die Aptamere der SELEX - 
Verfahren. Eine genauere Erklärung der Herkunft dieser Aptamer - Sequenzen wird im 
Kapitel Datensätze erfolgen. 
Das Kapitel Bindungsmuster beschäftigt sich mit der Problemstellung und Umsetzung 
nach der Suche von unbekannten Mustern in den Aptamer - Sequenzen der SELEX - Ver-
fahren , um spezifische Bindungsmuster für diese Sequenzen zu finden. 
Die gewonnenen Ergebnisse aus den Kapiteln Sekundärstrukturvorhersage und Bin-
dungsmuster werden im Kapitel Vergleich der Sekundärstrukturvorhersagen und der 
generierten Bindungsmuster kombiniert. Hierbei wird vermutet, dass eine signifikante Kor-
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relation zwischen Struktur und Bindungsmustern repräsentiert werden kann, für die Ent-
wicklung einer eine Methode zur Klassifizierung der DNA - / RNA - Sekundärstruktur. 
Das abschließenden Kapitel dieser Bachelorarbeit Fehleranalyse / Ausblick und Zusam-
menfassung beschäftigt sich mit einer Fehler- und Problemanalyse , welche im Verlauf 
der Bachelorarbeit aufgetreten sind. Zuletzt soll ein Fazit die ausgeführte Arbeit und deren 
Ergebnisse zusammenfassen und eine Entwicklung für die zukünftige Forschung aufzei-
gen. 
Die nun folgende Abbildung zeigt eine schematisch zusammengefasste Darstellung der 
für die Bachelorarbeit erfolgten Aufgabenstellung und Zielumsetzung: 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung über den Inhalt dieser Bachelorarbeit. 
Beschrieben wird der Verlauf dieser Bachelorarbeit. Begonnen wird mit der Erklärung von benötig-
ten Grundlagen zum Verständnis der folgenden Kapitel. Anschließend erfolgt eine separiertes Be-
trachten der grundlegenden Frage zur Klassifizierung der Nukleotid - Sekundärstrukturen im Be-
reich der Vorhersagealgorithmen und der Suche nach signifikanten Bindungsmustern. Die gewon-
nen Ergebnisse sollen einen Zusammenhang zwischen Struktur und Bindungsmuster für die Ent-
wicklung einer Klassifizierungsmethode der Sekundärstrukturen repräsentieren. Diese Kenntnisse 
sollen abschließend zusammengefasst und zukünftige Verfahren über weitere Nutzung diskutiert 
werden. 
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2 Grundlagen 
Das zweite Kapitel beschäftigt sich mit der Erklärung grundlegender Begrifflichkeiten, 
Prinzipen, Verfahren und Zusammenhängen, welche notwendig für das Verständnis der 
folgenden Kapitel dieser Bachelorarbeit sind. Die Grundlagen wurden hierbei in zwei Un-
terkapitel (molekularbiologische Grundlagen und bioinformatische Grundlagen) separiert.  
2.1 molekularbiologische Grundlagen  
Der Aufbau der DNA - , RNA - Nucleotide sowie ihre Sekundärstrukturelemente werden 
Inhalt dieses Unterkapitels sein. Darauf aufbauend folgt eine Erläuterung der minimalen 
freien Enthalpie Bewertung für Sekundärstrukturen, was zum Verständnis der Funktionali-
tät für die Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen benötigt  wird. Am Ende dieses Un-
terkapitels soll des Weiteren Einblick in das SELEX Verfahren gegeben werden.  
2.1.1 Aufbau und Struktur der DNA 
Eine DNA wird aus Sicht der Primärstruktur als eine Basenabfolge (Sequenz) verstanden, 
welche sich aus den Purinbasen Adenin (A), Guanin (G) und den Pyrimidinbasen Cytosin 
(C), Thymin (T) zusammensetzt. [4] Auf molekular Ebene betrachtet, erfolgt eine Konden-
sationsreaktion, bei welcher sich das Purin und Pyrimidin an das erste Kohlenstoffatom 
einer Ribose anlagert. Das Ergebnis ist ein Nucleosid. Durch die Anlagerung eines Phos-
phats am dritten Kohlenstoffatom der Desoxyribose wird nicht mehr von einem Nucleosid, 
sondern von einem Nucleotid gesprochen. [5] Eine Verknüpfung dieser Nucleotide erfolgt 
durch die Herausbildung einer 3′-5′-Phosphodiesterbindung. Das Ergebnis dieser Reakti-
onen präsentiert einen linearen DNA - Strang, auch als ssDNA (single stranded Deoxyri-
bonucleic acid) bezeichnet (siehe Abbildung 2). 
In der Primärstruktur existiert der lineare Doppelstrang, kurz dsDNA (double stranded 
Deoxyribonucleic acid), als Strukturelement. In ihm bilden jeweils zwei gegenüberliegende 
Nucleotide ein Basenpaar. Hierbei wurde der Begriff der Watson-Crick Basenpaarung 
geprägt, welcher definiert, dass A - T und G - C ein Basenpaar bilden(siehe Abbildung 2).  
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Abbildung 2: Strukturdarstellung einer DNA [6] 
Dargestellt ist der strukturelle Aufbau einer dsDNA. Die Farben codieren die unterschiedlichen 
Moleküle. Die Farben blau (Guanin) und grün (Adenin) repräsentieren die Gruppe der Purinbasen. 
Analog dazu führt die Betrachtung des Cytosin (rot) und Thymin (lila) zur Klasse der Pyrimidinba-
sen. Die Basenpaarbildung erfolgt nach der Watson - Crick - Basenpaarung. Die Punktlinien reprä-
sentieren die Wasserstoffbrückenbindungen. Wie oben beschrieben, sind die Basen am ersten 
Kohlenstoffatom der Desoxyribose (orange) gebunden. Auch die 3′-5′-Phosphodiesterbindung ist 
dargestellt, wobei zusätzlich die negative Ladung der Phosphatgruppe eingezeichnet  ist. 
 
Die Stabilität der dsDNA wird durch die gegenseitigen aufeinander ausgeübten Anzie-
hungskräften der beiden ssDNA - Stränge gewährleistet. Diese Anziehungskräfte beruhen 
auf Wasserstoffbrückenbindungen. [5] 
Grundlagen   
 
Aus linearen Doppelsträngen entstehen helikale Strukturen in der Sekundärstruktur der 
DNA, welche ihre Stabilität der London' schen Dispersionkräften verdankt. Diese Kräfte 
entstehen durch induzierte Dipolmomente aufgrund der Verschiebung  von π - Elektronen 
innerhalb des Molekülrückgrats der DNA - Stränge. [5]  
Betracht man auch äußere Einflussfaktoren wie Temperatur, pH -Wert und Kationen, zeigt 
sich, dass auch diese Faktoren einen signifikanten Einfluss auf Form und Stabilität der 
DNA besitzen. Die thermodynamische Stabilität einer Helix Struktur lässt sich aus der 
Summe des G/C Gehaltes in der Sequenz ableiten. Dieser G/C Gehalt hat Einfluss auf die 
Stapelwechselwirkung (näheres im Kapitel Energiebewertung). Als Faustregel darf gelten, 
je höher dieser G/C - Gehalt, umso höher auch die thermodynamische Stabilität. [7] Die 
Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen hat einen geringen Einfluss auf die Stabilität 
der Helix - Struktur, da polarisierte Atome der Nucleotide ebenso bestrebt sind, mit dem 
umliegenden Wasser eine elektrostatische Bindung einzugehen (Wasserstoffbrückenbin-
dung). [8] 
pH - Wert und Kationen beeinflussen die negative Landung der DNA, welche von der 
Phosphatgruppe ausgeht (siehe Abbildung 2). Die Veränderung dieser Ladung wirkt sich 
auf die thermodynamische Stabilität und die Konformation der Helix aus, da sich Neutrali-
sationsprozesse nicht ausschließen lassen. 
Weitere Sekundärstrukturelemente einer DNA werden aufgrund ihrer komplexen Eigen-
schaften im Bezug zur RNA im folgenden Unterkapitel Aufbau und Struktur der RNA er-
klärt. 
2.1.2 Aufbau und Struktur der RNA 
Der Unterschied einer RNA im Vergleich zur DNA ist der Aufbau des Zuckermoleküls, 
wodurch die Desoxyribose mit einer Ribose ersetzt wurde (siehe Abbildung 3). Diese Än-
derung hat einen negativen Einfluss auf die Konformation der Helix und der daraus fol-
genden chemischen Stabilität, was wiederum eine größere Varianz der Sekundärstruktur-
elemente ergibt. Ein weiter wesentlicher Unterschied zwischen den Nukleotid - Molekülen 
ergibt sich in den Pyrimidinbasen, da eine Substitution zwischen der Base Thymin und 
Uracil (U) erfolgt (siehe Abbildung 4).  
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Abbildung 3: Strukturdarstellung einer RNA [9] 
Wie bei der DNA ist auch in der RNA das erste Kohlenstoffatom der Anlagepunkt der Purinbasen 
(grün/ gelb dargestellt) und der Pyrimidinbasen (blau/ rot dargestellt) zu erkennen. Es zeigt sich, 
dass die Ribose am zweiten Kohlenstoffatom eine Hydroxylgruppe besitzt, welche den elementa-
ren Unterschied zur DNA erkennen lässt. Eine Gemeinsamkeit der Nukleotid - Moleküle ist die 
negativ geladene Phosphatgruppe (blau) und die daraus resultierende 3′-5′-
Phosphodiesterbindung. 
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Abbildung 4: Struktur Uracil/ Thymin [10] 
Durch die gegenübergestellten Strukturen von Uracil und Thymin zeigt sich, dass beide Moleküle 
eine ähnliche Struktur besitzen, der entscheidende Unterschied entspricht der zusätzlich gebunde-
ne Methylgruppe am Thymin. 
Eine Ausnahme der Basenpaarbildung, welche durch Uracil möglich wird, ist die Wobble - 
Basenpaarung (siehe Abbildung 5). Diese Tatsache ist von großer Relevanz für die Quali-
tät spätere Strukturvorhersagen. 
 
Abbildung 5: Die Wobble - Basenpaar [11] 
Dargestellt ist eine Wobble - Basenpaarung zwischen der Purinbase Guanin (blau) und der Pyrimi-
dinbase Uracil (gelb). Ein Unterschied zur Watson - Crick - Basenpaarung (abgesehen von der G - 
U - Paarung selbst) ist die Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen. Normalerweise existiert eine 
Wasserstoffbrückenbindung an der unteren Aminogruppe des Guanins (siehe Abbildung 2), welche 
in diesem Fall nicht ausgebildet werden kann. Wie bei der Watson - Crick - Basenpaarung kann 
das Uracil zwei Wasserstoffbrückenbindungen ausbilden. Die Darstellung zeigt jedoch, dass die 
Wasserstoffbrückenbindung an einem anderen Sauerstoffatom realisiert wurden (Vergleich mit 
Thymin siehe Abbildung 2).
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Wie am Ende des Unterkapitels Aufbau und Struktur der DNA erwähnt, können die fol-
genden Sekundärstrukturelemente für RNA auch analog zur DNA betrachtet werden, so-
lange keine Bedingungen abhängig von Uracil  ausschlaggebend für ein Strukturelement 
ist.  
Die Sequenz der Nucleotide ist maßgeblich für dreidimensionale Struktur sowie den phy-
sikalischen und chemischen Eigenschaften der RNA verantwortlich. [4] Als erstes Sekun-
därstrukturelement soll der Hairpin - Loop betrachtet werden (siehe Abbildung 6). Eine 
Voraussetzung für seine Entstehung ist, dass der Hairpin - Loop eine bestimmte Größe 
erfüllen muss, um den Helix - Durchmesser zu überwinden. Explizit bedeutet dies, das 
drei Nukleotide nicht ausreichend sind, damit einen Hairpin - Loop gebildet werden kann, 
wobei mehr als sechs Nukleotide zu einer chemischen Instabilität der Struktur führen. Die 
ideale Stabilität eines Hairpin - Loop wird durch fünf Nukleotide gegeben. [7] Eine seltene 
Ausnahme betrifft den Tetra - Loop. Die höhere Stabilität entsteht durch zwei Nukleotide 
am Helixende, wenn diese ein Wobble - Basenpaar bilden. Dies könnte zum Beispiel G - 
U sein. Ein stabilisierender Zusatz ergibt sich aus der Herausbildung von Wasserstoffbrü-
ckenbindungen des dritten Nukleotid am Molekülrückgrat. [12] 
 
Abbildung 6: Der Hairpin - Loop 
Dargestellt ist ein Hairpin - Loop durch dem Vorhersagealgorithmus Mfold mittels zufälliger Se-
quenz. Die zusehenden A - U - Basenpaarungen repräsentieren eine Helix, gefolgt von dem ei-
gentlichen Loop. 
In einem RNA Doppelstrang kann es vorkommen, dass Nucleotide in einem der beiden 
Stränge keine Basenpaarung besitzen (siehe Abbildung 7). Dieses Sekundärstruktur-
merkmal wird als Bulge - Loop bezeichnet. Je mehr Nucleotide aufeinander folgend unge-
paart vorliegen, umso geringer ist auch die strukturelle Stabilität der RNA. 
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 Abbildung 7: Der Bulge - Loop 
Die abgebildete Struktur zeigt einen Watson - Crick gepaarten Doppelstrang (Die Farben stehen 
zusätzlich als Erkennung für A - U - Paarung (blau) und G - C - Paarung (rot)) , welcher durch ein 
ungepaartes Cystein unterbrochen wird. Dieses Strukturelement wird als Bulge - Loop definiert. Die 
Struktur wurde durch Mfold vorhergesagt. 
Ein weiteres Sekundärstrukturelement ist der Internal - Loop (siehe Abbildung 8). Er ist 
ähnlich dem Bulge - Loop,  jedoch sind beide Stränge eines Doppelstrang ungepaart. 
 
Abbildung 8:Der Internal - Loop 
Die hier zu sehende durch Mfold vorhergesagte Struktur, beschreibt den Internal - Loop. Charakte-
ristisch für diesen Loop ist, das immer zwei Helices von ihm abgehen. Die Basenpaarungen wer-
den hierbei durch die unterschiedlichen Farben (grün, blau, rot) deutlich hervorgehoben. Auch bei 
dem den Internal - Loop gilt, je mehr Nucleotide ihn bilden, umso instabiler die RNA - Struktur. 
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Der Stem - Junction (siehe Abbildung 9) ist das strukturell prägendste Strukturelement in 
der Sekundärstruktur einer RNA. Dabei entscheiden ungepaarte Basen und Randbasen-
paare in dem Stem über die Anzahl der beteiligten Helices, wodurch die Konformation der 
RNA bestimmt wird. [7] 
 
Abbildung 9:Der Stem - Junction 
Die ebenfalls durch Mfold vorhergesagte Sekundärstruktur zeigt einen Stem - Junction. Ähnlich  
wie bei einem Internal - Loop gibt es ungepaarte Nucleotide in den RNA - Strängen. Der entschei-
dende Unterschied zwischen beiden Strukturelementen ist die Anzahl der Verzweigungen. Von 
dem Stem - Junction spalten sich drei helikale Strukturen in dieser Abbildung ab. Die Farbcodie-
rung gilt analog zur Abbildung 8. 
 
Durch die unterschiedlichen Sekundärstrukturelemente und einem ungepaarten Nucleotid 
am 3' bzw. 5' Ende der RNA können sich Pseudokonten durch das Einwirken von intra 
molekularen Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen bilden. [7] Das struk-
turelle Ergebnis entspricht der Tertiärstruktur. 
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2.1.3 Energiebewertung 
Da nun für die Bachelorarbeit relevante Grundlagen zum Aufbau und zur Struktur sowie 
der daraus schließenden Konformation und Stabilität der Nukleotid - Moleküle geklärt 
sind, schließt es sich an, in diesem Unterkapitel auf die energetischen Bewertungen der 
Sekundärstruktur einzugehen und die daraus folgende Notwendigkeit für die Sekundär-
struktur - Vorhersagealgorithmen darzulegen.  
Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen, basierend auf dem Ansatz der Graphentheo-
rie (siehe Grundlagenunterkapitel Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen), benutzen 
thermodynamische Energieinkremente für alle strukturellen Details in der Sekundärstruk-
tur. [13] Diese Energieinkremente werden als freie Energien (ΔG [kcal/mol]) bezeichnet. 
Sie basieren auf experimentellen Messungen, in denen das Schmelzverhalten kurzer 
RNA - Moleküle und Oligonucleotide untersucht wurde. [4] 
Für die Ermittlung der minimalen freien Energie wird die Berechnungsgrundlage der Gibb-
schen - Gleichung verwendet: 
Δ   Δ    Δ        (1) 
ΔH [kcal/mol] repräsentiert die Enthalpieänderung. Anders verstanden die Wärmeenergie 
eines isobaren Prozesses (Isobar bezeichneten konstanten Druck in einer betrachteten  
Umgebung). T beschreibt die Temperatur [°C]. Auf Berufung des ersten und zweiten 
thermodynamischen Hauptsatzes findet die freie Enthalpieänderung unter konstanter 
Temperatur statt.  ΔS repräsentiert die Entropieänderung.  
Für die Änderung der freien Energie und der Betrachtung des chemischen Gleichgewich-
tetes ergibt sich unter normal Bedingungen Gleichung (2). Die Normal Bedingung wird als 
Zustand eines Systems bei einer Temperatur von 25 °C, einem Druck von einer Atmo-
sphäre und einen pH - Wert von 7 definiert. 
Δ  Δ                 (2) 
Es gilt die minimale freie Energie (ΔG0) zu ermittelten, da diese Energie über die energeti-
sche Gesamtbeschaffenheit der Struktur Aufschlüsse gibt.  
Die Gleichgewichtseinstellung der Reaktion folgt dem Kriterium der minimaler freier Ener-
gie. Im Gleichgewicht ändert sich ΔG nicht mehr. Daraus folgt das ΔG = 0 ist. 
Δ                  (3) 
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Für die Gültigkeit der Gleichung (2) und (3) muss die Bedingung gelten, dass k kleiner 
gleich 1 ist, da sonst keine Prozesse für die Änderung der minimalen freien Energie 
vonstattengehen. k repräsentiert die Gleichgewichtskonstante. 
Unter Betrachtung der Gleichung (1) und (3) ergibt sich für die Errechnung der minimalen 
freien Energie Gleichung (4): 
Δ   Δ     Δ        (4) 
Da die Berechnungsgrundlagen der Energien erklärt wurde, werden nun anschaulich die 
Energien für die bewerteten Strukturen aufgezeigt. Für keinen der untersuchten Vorher-
sagealgorithmen gab es veröffentlichte Energietabellen. Zum Zweck der Anschaulichkeit 
müssen die folgenden Tabellen ausreichen. Diese Energien wurden von der Arbeitsgrup-
pe Turner an der Universität Rostock gemessen. [7] 
Im Weiteren soll eine Abschätzung der Richtigkeit der minimalen freien Energien in Be-
trachtung der daraus folgender Stabilität und eben erwähnten Gleichungen erfolgen, wie 
im Unterkapitel Aufbau und Struktur der RNA angesprochen: 
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Tabelle 1: Minimale freie Energie bezogen auf Basenpaarstapel 
Die Tabelle beschreibt die Energiebewertungen für Basenpaarfolgen. 
Basenstapel ΔG0 in kJ/mol bei 37°C Basenstapel ΔG0 in kJ/mol bei 37°C 
A:U/A:U - 3,8 G:C/G:C - 12,1 
A:U/C:G - 8,8 G:C/G:U - 5,9 
A:U/G:C - 8,3 G:C/U:A - 8,8 
A:U/G:U - 2,1 G:C/U:G - 8,8 
A:U/U:A - 3,8 G:U/A:U - 4,6 
A:U/U:G - 4,2 G:U/C:G - 8,8 
C:G/A:U - 7,5 G:U/G:C - 8,0 
C:G/C:G - 12,1 G:U/G:U - 1,7 
C:G/G:C - 8,4 G:U/U:A - 4,2 
C:G/G:U - 5,0 G:U/U:G - 6,3 
C:G/U:A - 7,1 U:A/A:U - 4,6 
C:G/U:G - 8,0 U:A/C:G - 9,6 
G:C/A:U - 9,6 U:A/G:C - 7,5 
G:C/C:G - 14,2 U:A/G:U - 3,3 
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Basenstapel ΔG0 in kJ/mol bei 37°C Basenstapel ΔG0 in kJ/mol bei 37°C 
U:A/U:A - 3,8 U:G/G:C - 5,0 
U:A/U:G - 4,6 U:G/G:U - 0,8 
U:G/A:U - 3,3 U:G/U:A - 2,1 
U:G/C:G - 5,9 U:G/U:G - 1,7 
 
Die Daten zeigen, dass C-G bzw. G-C Basenpaarstapel die niedrigste minimale freie 
Energie besitzen. Eine Faustregel lässt sich wie folgt formulieren: Je geringer ΔG0 umso 
stabiler die Verbindung. Die Stapelwechselwirkungen zwischen den Basenpaarstapeln, 
werden durch die induzierten Dipol - Dipol - Kräfte zwischen den aromatischen Ringsys-
temen der heterozyklischen Basen induziert und bilden somit einen energetisch günstigen 
Zustand aus. [7] Dies gilt als Erklärung für dem in Unterkapitel Aufbau und Struktur der 
DNA angesprochenen Punkt zur höheren thermodynamischer Stabilität der DNA aufgrund 
des hohen G/C - Gehaltes in der Sequenz. 
Da die Energien der bewerteten Basenpaarstapel ein negatives Vorzeichen (siehe Tabelle 
1) aufweisen, wird folgende Überlegung zeigen, dass diese Ergebnisse durchaus richtig 
sind. 
Betracht wird zu Beginn die Entropieänderung. Eine Abschätzung für sie  erfolgt durch die 
Komplexität des zu betrachteten Moleküls. Aus den Basenpaarstapeln im Verbund einer 
Helix lässt sich eine hohe Entropieänderung ableiten. Die Temperatur kann nicht als aus-
sagender Faktor für die Richtung der Reaktion in ΔG0 angesehen werden, da Temperatu-
ren im Bereich von 37°C liegen. Als letzter Faktor muss die Enthalpieänderung betrachtet 
werden. Sie kann nur negativ sein, da eine Helix - Struktur die höchste thermodynamische 
Stabilität zum Vergleich der anderen Sekundärstrukturen besitzt. Schlussfolgernd muss 
die Enthalpieänderung < 0 sein. 
Diese Überlegungen begründen, dass ΔG0 einem exergonen Vorgang unterliegt, was zur 
Erklärung der Stabilität der Helix dient.  
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Im Folgenden werden Werte von ΔG0 für die unterschiedlichen Loop - Typen aufgelistet. 
Diese sind bei 37°C in kJ/mol gemessen. Hierbei ist zu beachten, dass die Loops für mehr 
als fünf Nucleotide aus Werten geringerer Nucleotidgröße extrapoliert wurden. [7] 
 
Tabelle 2: Minimale freie Energie für Loop - Strukturen 
Die Tabelle beschreibt die Energiebewertungen für Loops in einer Sekundärstruktur. 
Anzahl der Nucleotide Internal - Loop Bulge - Loop Hairpin - Loop 
1 - 16,3 - 
2 17,2 13,0 - 
3 21,4 14,7 17,2 
4 20,5 17,6 20,5 
5 22,2 20,1 18,4 
10 26,4 23,0 22,2 
30 31,0 28,1 27,2 
 
Tabelle 2 lässt erkennen, dass alle Arten an Loops ein positives ΔG0 besitzen und je mehr 
Nucleotide diese Loops bilden, umso größer ist dieser Wert. Wie lässt sich das erklären? 
Wie bei den Energien der Basenpaarstapel hat die Temperatur auf das Ergebnis, in wel-
che Richtung die minimale Enthalpieänderung verläuft, einen geringen Anteil. Die  Entro-
pie wird im Vergleich zu den Basenpaarstapeln höher sein, da diese nicht derart stabili-
siert sind wie eine ausgebildete Helix - Struktur. Der zweite entscheidende Faktor ist ΔH, 
welcher sich im positiven Wertebereich wiederfindet. Dies zeigt eine Korrelation zu  der 
instabileren Struktur einer RNA, wenn diese loopartige Sekundärstrukturen besitzt. 
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2.1.4 Das SELEX - Verfahren 
Es ist geklärt, welche Eigenschaften und Strukturen  DNA und RNA haben und wie ihre 
Stabilität durch ihre Energieänderungen realisiert sind. Wie im Kapitel Einleitung ge-
schrieben, stellt sich die Frage, ob Sekundärstrukturen klassifizierbar sind, welche durch 
sich einem SELEX - Verfahren heraus prägte. Dieses Unterkapiteln dient nun der Vorstel-
lung des SELEX - Prinzips. 
SELEX steht für Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment und ist ein in 
vitro basierendes zyklisches Verfahren, welches zur  evolutionären Entwicklung von Ap-
tamernukleotiden entwickelt wurde (siehe Abbildung 10). [14] Das Verfahren berücksich-
tigt die drei wesentlichen Merkmale der Evolution: die Modifikation, die Selektion und die 
Amplifikation. [15] 
Zu Beginn eines SELEX - Verfahrens wird eine Oligonucleotide - Bibliothek erstellt. Dafür 
werden Oligonucleotid - Sequenzen  synthetisiert bis zu einer Länge von ca. 40 - 60 Ba-
sen. [16] Hierbei kann es sein, dass die Synthetisierung für alle Nucleotide in den Se-
quenzen randomisiert ist oder dass es einen konservierten Bereich von Nucleotiden gibt, 
an wessen 3' und 5' Enden zufällige Nucleotide  ligiert werden. Die generierten Oligonuc-
leotide - Bibliothek beinhaltet bis ca. 1018 Oligonucleotid - Sequenzen, welche einer Bin-
dungsreaktion mit bestimmten Targets unterzogen wurden.  
Diese Targets können eine Vielzahl an verschiedenen Molekülen sein. Denkbar sind Pep-
tide, Proteine, Antigene, Antikörper, Nukleinsäuren und Kohlehydrate. [16] Die gebunden 
Oligonucleotid - Sequenzen  an dem Target werden nun als Aptamere bezeichnet. Die 
Ausführung eines Waschschrittes hat zur Folge, dass nicht bindende Nucleotid - Frag-
mente entfernt werden, wobei diese an einem Bindungspuffer binden. Hierdurch wird die 
Selektion der DNA - Aptamere realisiert. Der Schritt der Elution (Hitzeeinwirkung) trennt  
die Aptamere vom Traget ab. Mittels PCR (Polymerase Chain Reaction) werden die Ap-
tamere amplifiziert und anschließend  unter Verwendung der Konditionierung in ssNucleo-
tide und dsNucleotide separiert. [16] 
Die gewollten ssNucleotide bilden den Start der zweiten SELEX - Runde mit erneutem 
Beginn des Selektieren von gebundenen Aptameren. Ein SELEX - Verfahren durchläuft 6 
- 20 Zyklen, welche abhängig von dem Anreicherungsbedarf der Aptamere sind. [16] Zur 
speziellen Charakterisierung der Aptamere werden Klonierungs - und Sequenzierungs-
prozesse durchgeführt.  
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Abbildung 10:  Der SELEX - Prozess [16] 
Für die Anschaulichkeit soll diese Abbildung die Prozesse eines SELEX - Verfahren zusammen-
fassen. Dargestellt ist ein FlugMag - SELEX - Prozess, welcher sich an der oben erörterten Pro-
zessweise orientiert. Die ssDNA - Oligonucleotid - Bibliothek wird dem Target (grün dargestellt) zu 
geführt. Der Waschschritt selektiert die gebunden Aptamer; Hitzeeinwirkung trennt die Aptamere 
von Target, welche darauf amplifiziert und anschließen selektiert werden. Die selektierten ssDNA - 
Stränge bilden den Ausgang des zweiten Zyklus. Nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen erfolgt 
eine Klonierung und Sequenzierung der gebundenen Aptamere. 
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2.2 bioinformatische Grundlagen  
Die folgenden Unterkapitel beschreiben wie Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen in 
unterschiedliche Ansätze für ihre grundlegende Funktionalität eingeteilt werden können. 
Es wird der Aufbau und der funktionelle Ablauf der Sekundärstruktur - Vorhersagealgo-
rithmen Mfold und CentroidFold erklärt, welche für die späteren Sekundärstrukturvorher-
sagen verwendet wurden. Warum die Entscheidung für die Verwendung der beiden Algo-
rithmen getroffen wurde, wird im Kapitel Sekundärstrukturvorhersage begründet.  
2.2.1 Ansätze der Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen 
Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen können in drei Ansätze für ihre funktionelle 
Grundlage eingeteilt werden.  
Der erste Ansatz beruht auf dem Verständnis der Graphentheorie. Das Ziel dieses Ansat-
zes ist es, eine Vorhersage der thermodynamischen optimalen Sekundärstruktur und Se-
kundärstrukturelemente zu finden. Für die Ermittlung des Optimums werden minimalen 
freien Energien verwendet, durch welche die Strukturen und Strukturelemente bewertet 
wurden. [7] Damit eine Struktur vorhergesagt werden kann, müssen zwei Zustände be-
trachtet werden: 
 
Zustand 1: Base i und Base j sind adjazent 
Zustand 2: Base i und Base j sind nicht adjazent 
 
Adjazent bedeutet im biologischen Kontext, ob bestimmte Basen ein Basenpaar bilden 
(siehe Abbildung 11). Für die Ermittlung dieses Sachverhaltes werden die Energien in 
den hinterlegten Energie - Tabellen mit jenen Energien verglichen, welche sich aus der zu 
vorhersagenden Sequenz ergeben. Durch bestimmte Optimierungsverfahren werden ab-
weichende Energien der Sequenz auf die Energien der Energie - Tabelle approximiert. 
Liegen die Energien in bestimmten Intervallen, wird abgleitet wie die Wahrscheinlichkeit 
dafür liegt, dass die betrachtete Base mit irgendeiner anderen Base in der Sequenz eine 
Watson - Crick - bzw. Wobble - Basenpaarung ausbildet. 
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Abbildung 11: Prinzip graphentheoretischer Ansatz 
Gezeigt ist ein allgemein definierter DNA - Strang. Es soll die Base i  betrachtet werden, wodurch 
die Frage gestellt wird, mit welcher der Basen (j, ... , j+4) die Base i eine Basenpaarung ausbildet. 
Der Ansatz der Graphentheorie betrachtet die minimale freie Energie zwischen i ; j , ...., i ; j+4 und 
entscheid, dass die Basen mit der geringeren Energieänderung ein Basenpaar bilden. Selbstver-
ständlich muss die Bedingung einer Watson -  Crick - bzw. Wobble - Basenpaarung erfüllt sein. 
Somit würde in diesem Beispiel die Base i zur Base j+1 adjazent sein. 
Die Suche nach dem energetischen Optimum realisiert, dass mehrere Strukturen als Er-
gebnis generiert werden können. Dies ist von Relevanz, da nicht von ausgegangen wer-
den darf, dass im Bezug für Nucleotid - Strukturen nur eine einzige Struktur richtig ist, 
wenn äußere Einflüsse wie Temperatur und pH - Wert betrachtet werden. [7] 
Ein Nachteil dieses Ansatzes ist, dass viele Energiewerte für größere Strukturelemente 
nur aus kleineren Strukturelementen extrapoliert wurden, was als mögliche Fehlerquelle 
für die Genauigkeit der Vorhersage gilt. 
 
Eine zweite Möglichkeit Sekundärstrukturen vorherzusagen, ist durch den Ansatz der In-
formationstheorie. Hierfür wird ausschließlich der Informationsgehalt einer Sequenz be-
trachtet, dass eine Base i und Base j gepaart ist. Der Informationsgehalt wird über die 
Wahrscheinlichkeit (Gleichung 5), dass zwei Basen gepaart bzw. ungepaart vorliegen, 
errechnet. 
         
 
 
       (5) 
Da die Wahrscheinlichkeit für eine Basenpaarung bei p = 0,5 liegt, muss diese gewichtet 
werden unter Verwendung der  Entropie (H), welche durch die Likelihood - Schätzung 
ermittelt werden kann. [17] [18] Der Maximum - Likelihood - Schätzer schätzt optimale 
Parameter durch Maximierung einer Likelihood Funktion (Wahrscheinlichkeitsdichte 
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von Stichproben), welche aus zu Grunde liegenden Verteilungen abstammen. [19] [20] 
Der Ansatz der Informationstheorie für Strukturvorhersagen nutzt binäre Scoring - Matrit-
zen, welche durch den Entropie - Gehalt charakterisiert werden. Dadurch wird das Maß 
für den Informationsgehalt angegeben. [4]  Der wohl entscheidende Nachteil des informa-
tionstheoretischen Ansatzes ist, dass der chemische Zusammenhang von Temperatur 
und pH - Wert nicht in der Entropie berücksichtigt wird. [11] 
Der dritte  Ansatz bezieht sich auf genetische Algorithmen. Das Ziel der genetischen Al-
gorithmen ist für einzelne Sequenzen die Sekundärstruktur unter Verwendung heuristi-
scher Methoden vorherzusagen. Diese Methode garantiert nicht, dass die optimale Struk-
tur vorhergesagt wird, was einen entscheidenden Nachteil darstellt. Da die Qualität der 
Sekundärstrukturvorhersagen bei einer Wahrscheinlichkeit von ca. 0,6 liegt wird dieser 
Ansatz im Verlauf der Bachelorarbeit vernachlässigt. [11] 
2.2.2 Der Mfold - Algorithmus 
Der Mfold - Algorithmus ermöglicht eine Vorhersage von DNA - und RNA - Sekundärstruk-
turen. Für die Ermittlung dieser Strukturen werden grundlegend drei Komponenten be-
trachtet: der Strukturplot, der Energiepolt und die Bewertungsmaße. Unter dem Zusam-
menspiel dieser drei Komponenten wird die optimale Sekundärstruktur abhängig von ΔG 
ermittelt. Für die Vorhersage werden alle Energien der Basenpaarstapel, Hairpin - Loops, 
Bulge - Loops und Internal - Loops berücksichtigt. Da für Stem - Junction keine Energie-
bewertung existieren, werden diese aus extrapolierten Energiewerten einbezogen. [21]  
Der Algorithmus trägt die zu faltende Sequenz in einen Strukturplot (siehe Abbildung 12) 
und Energieplot (siehe Abbildung 13) ab. Ein Suboptimalitätswert p definiert, welche pro-
zentuale Abweichung an den hinterlegten Energietabellen im Vergleich zur der vorherzu-
sagenden Struktur erlaubt ist.  
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Abbildung 12: Strukturplot Mfold [11] 
In diesem Strukturplot werden die Nucleotide der vorherzusagenden Sequenz in der betrachteten 
Zeile und Spalte abgetragen, welche schlechter als der zuvor eingestellte Suboptimalitätswert p im 
Vergleich zur den hinterlegten Energietabellen sind. Je grauer der Punkt auf dem Strukturplot ist, 
desto geringer ist die Bindungswahrscheinlichkeit zwischen den Basenpaaren, da die minimale 
freie Energie suboptimal im Vergleich zu den Energietabellen ist. [11] 
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Abbildung 13: Energieplot Mfold 
Zeile und Spalte des Energieplots zeigen die Nucleotide der Sequenz. Die Punkte im Plot geben 
die i-te und j-te gepaarte Base an. Diese Punkte sind in unterschiedlichen Farben aufgetragen, 
welche optimale und suboptimale Faltungen innerhalb des Suboptimalitätswertes in Abhängigkeit 
von ΔG repräsentieren. Schwarze Punkte stehen dabei für eine optimale Faltung und gelbe Punkte 
zeigen Basenpaare mit der größte Abweichung zur optimalen Faltung in Abhängigkeit von ΔG. [21] 
 
Die Energien der betrachteten Sequenz, welche von der optimalen Energie (Energie - 
Tabelle) abweichen, werden durch eine Energieerhöhung ΔΔG approximiert. Der Subop-
timalitätswert dient hierfür als Berechnungsgrundlage (siehe Gleichung 6). [22] Der Wert 
von ΔΔG ist dabei in dem Energieplot für jede Base die eine suboptimale Energie besitzt, 
errechnet wurden. 
     
 
   
            (6) 
Für die Frage, ob ein Nucleotid gepaart ist, müssen Bewertungsmaße eingeführt werden. 
Eines dieser Maße (P - num) führt eine Fallunterscheidung durch. [11]  Dies bedeutet, der 
ermittele Wert ist 1, wenn eine optimale Basenpaarung möglich ist. Ist diese Basenpaa-
rung suboptimal, wird sie als 0 definiert und folgende Gleichung wird hierfür verwendet: 
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            (7)  
Ein großer Wert gibt an, dass das Nucleotid i mit einem anderen Nucleotid j eine hohe 
Wahrscheinlichkeit besitzt, dass beide zueinander adjazent sind. Sollte sich für P - num (i) 
die Zahl Null ergeben, dann liegt die Base einzelsträngig vor. [11]   
Das Bewertungsmaß S - num gibt die als Anzahl aller verfügbaren Strukturelemente (m) 
an, in welchen untersucht wird, dass eine Base i adjazent ist.  Für das Ergebnis bedeutet 
dies, ein Wert ≈ 0 sagt eine hohe Wahrscheinlichkeit voraus, dass die Base i adjazent 
vorliegt. Für einen Wert ≈ 1, dass diese nicht adjazent ist. [11]   
 (siehe Gleichung 8).  
          
 
 
        (8) 
 
Es ist aus der Literatur nicht nachvollziehbar, wie Bewertungsmaße mit dem Suboptimali-
tätswert verwendet werden. 
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Das folgende Schema soll den Ablauf des Mfold - Algorithmus zusammenfassen: 
 
Abbildung 14: Prinzip Mfold   
Der Benutzer gibt die vorherzusagende Sequenz in den Mfold - Algorithmus ein und kann dabei 
anschließend verschiedene Parameter z.B. den Suboptimalitätswert, Winkelkonformationen und 
Temperatur anpassen. Die Sequenz wird anschließend in den Strukturplot und Energieplot über-
tragen, wo anschließend ein Vergleich von ΔG im Bezug auf die abgetragene Struktur und den 
hinterlegten Energietabellen erfolgt. Abweichungen der optimalen Energien werden durch Energie-
erhöhung (Ermittlung von ΔΔG) unter Verwendung von Gleichung 6 approximiert. Der Suboptimali-
tätswert mittels Nutzung der Bewertungsmaß ermittelt hierbei, welche Toleranzen der Energieab-
weichung vom optimalen Energiewert erlaubt sind. Aus den ermittelten Energien wird die Sekun-
därstruktur (wie in Abbildung 11 dargestellt) gefaltet. Die Ausgabe des Algorithmus gibt die gefalte-
te Struktur, den Energieplot sowie durch ΔG bewertete Strukturelemente wieder. 
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2.2.3 Der CentroidFold Algorithmus 
Der CentroidFold ist eine Kombination des graphentheoretischen und informationstheore-
tischen Ansatzes. Seine RNA- Sekundärstrukturvorhersagen basieren auf der Schätzung 
der minimalen freien Energie (MFE) und einer Schätzung der Maximum - Likelihood - 
Struktur (ML). ). Für die Schätzung der MFE - Struktur erfolgt eine kombinatorische Ermitt-
lung der geringsten Energie einer vorherzusagenden Struktur. [23] [24] 
Für die Schätzung wird angenommen, das mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit eine 
bestimmte RNA - Struktur existiert. Eine daraus folgende Verteilung wird durch Wahr-
scheinlichkeiten gewichtet. Die Schätzung der MFE - und ML - Struktur repräsentieren 
nicht die gesamte Verteilung, da ihre Bewertungsqualität  zu gering ist. Hierfür erfolgt eine 
Optimierung von erwarteten Basenpaaren, welche in der vorherzusagenden Sekundär-
struktur einen Bezug auf die Gesamtverteilung haben. [25] Dies bedeutet, dass durch eine 
Linearkombination korrekt vorhergesagt Basenpaare belohnt und falsch vorhergesagte 
Basenpaare abgewertet werden. [23] 
CentroidFold besitzt Bewertungsmaße für die Qualität einer getroffenen Vorhersagen, 
welche in die Optimierung der Schätzverfahren einbezogen werden. Als Indikatorfunktio-
nen für die Berechnung der Bewertungsmaße gelten die folgenden Gleichungen: [23] 
                                                 
                                                 (9) 
Die Indikatorfunktion nimmt den Wert 1 oder 0 an, je nachdem ob die Nucleotide gepaart 
bzw. ungepaart sind. Aus den daraus ermittelbaren Anteilen lässt sich die Anzahl der rich-
tig vorhergesagter Basenpaare aus der vorherzusagenden Struktur (TP); die Anzahl der 
richtig vorhergesagten ungepaarten Basen (TN); die Anzahl der Basen, welche nicht in 
der korrekten Struktur vorhergesagt (FP) wurden und die Anzahl der falsch vorhergesag-
ten Basen ermitteln (FN). [23] 
Eines der Bewertungsmaße ist die Ermittlung der Sensibilität (Gleichung 10), welche bei 
einem Wert von 1 aussagt, das die Basen für die gesamte Struktur richtig vorhergesagt 
wurden. 
             
  
     
       (10) 
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Das zweite Bewertungsmaß positiv predictive value (PPV) ermittelt die richtig vorherge-
sagten Basenpaare der vorhergesagten Struktur: 
    
  
     
        (11) 
Ein Problem bei den Schätzungen ist es, das große Sequenzen eine bessere Sensibilität 
aber schlechteren PPV haben, kleinere Sequenzen zeigen wiederum die Kehrseite der 
Werte an. [25]  
Aus den Schätzungen für die Neigung einer Basenpaare der Nucleotide wird eine binäre 
Scoring Matrize erstellt (siehe Abbildung 15), in welcher die Nucleotide der zu vorhersa-
genden Sequenz in Zeile und Spalte abgetragen sind. 
 
Abbildung 15: Scoring - Matrize CentroidFold 
Die Abbildung zeigt wie aus einer binäre Scoring - Matrize eine Sekundärstruktur abgeleitet wird. 
Wenn eine Base i und Base j die Bewertung von 1 besitzen, repräsentiert diese Zahl ein Basen-
paar. Nucleotide die mit 0 bewertet wurden besitzen untereinander keine Basenpaarung. Sollte ein 
Nucleotid im Vergleich zu allen anderen Nucleotiden 0 sein, dann gilt dieses Nucleotid als unge-
paart in der gesamten Sekundärstruktur. 
. 
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2.3 Zusammenfassung 
Dieses Unterkapitel soll abschließend das Kapitel Grundlagen zusammenfassen und die 
Bedeutung für die spätere Arbeit aufzeigen.  
Durch die Betrachtung des Aufbaus von DNA und RNA zeigte sich, dass viele Sekundär-
strukturelemente aus einer Sequenz gebildet werden können. Eine Vermutung die sich 
hierfür stellt ist, dass bestimmte Sequenzabschnitte (Bindungsmuster) entscheidend für 
die Herausbildung der Strukturelemente sind, diese Sequenzabschnitte gilt es zu finden. 
Die äußeren Einflüsse von Temperatur, pH - Wert und die Anwesenheit von Kationen be-
einflussen Stabilität und Konformation der Nucleotide. Diese Einflüsse müssen für die 
späteren Strukturvorhersagen durch die Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen be-
rücksichtigt werden, um eine optimales Ergebnis generieren zu können. Die Einbeziehung 
der minimalen freien Energie erlaubt einen zusätzlichen Vergleich der vorhergesagten 
Strukturen. Die Aptamere werden auf ähnliche Strukturen und ähnliche Energien analy-
siert.  
Im nächsten Kapitel wird die Herkunft der Aptamere (verwendete Datensätze) dargelegt. 
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3 Datensätze 
Dieses Kapitel soll für die in der Zielstellung angesprochenen Publikationen und den da-
raus generierten Datensätzen informieren. 
Für die Entwicklung einer Methode zu Klassifizierung der Sekundärstrukturen werden 
Daten für DNA sowie RNA benötigt. Damit signifikante Ergebnisse produziert werden 
können, muss eine gewisse Anzahl an Datensätzen gesammelt werden, um unterschied-
liche Aptamere untersuchen zu können. Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass 
ein Datensatz, der durch ähnliche Strukturen geprägt ist, genug empirische Daten zur 
Verfügung stellt, welche eine Klassifizierung zulassen. Die verwendeten Datensätze be-
stehen aus den Aptameren, welche  durch verschiedene SELEX - Verfahren generiert 
wurden. 
Tabelle 3: Herkunft der Datensätze 
Die folgende Tabelle soll Herkunft, Nucleotidart, Anzahl der generierten Datensätze pro Publikation 
und sowie das Target beinhalten. 
Herkunft Art der Nucleotide Datensätze Target 
TU - Dresden [1] DNA 1 pVIII - M13 Phage 
Ruckman , Judy 
(1998) [26] 
RNA 3 VEGF165 
Someya Tatsuhiko, 
(2011) [27] 
RNA 1 BsHfq-His 
Hwang, Sun-Young 
(2011) [28] 
DNA 1 RIG-I Protein 
Die Publikationen wurden unter den Gesichtspunkt der unterschiedlichen verwendeten 
Targets ausgewählt, um Scheinkorrelationen aufgrund zu ähnlicher Datengrundlage aus-
zuschließen. Ausschlaggebend war des Weiteren, dass die gebunden Aptamere eine ho-
Datensätze   
 
he Affinität (Bindungsstärke zwischen Nucleotid und Target) zum Target besitzen um von 
einer spezifischen Bindung des Aptamer - Target - Komplexes auszugehen. Die Daten-
sätze stellen des Weiteren auch einen Bezug zu der Motivation in Kapitel Einleitung dar, 
wo der medizinische Geschichtspunkt angesprochen wurde (VEGF165 als Relevanz zur 
Krebsforschung). Die Bedingungen (Temperatur, Ionenkonzentration) unter welchen die 
Experimente durchgeführt wurden, werden in folgenden Sekundärstrukturvorhersagen 
berücksichtigt.  
Die Datensätze werden im weiteren Verlauf durch ihre verwendenden Targets bezeichnet. 
Alle Datensätze sind auf der beigelegten CD hinterlegt.  
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4 Sekundärstrukturvorhersage  
In diesem Kapitel wird beschrieben, weshalb die im Kapitel Grundlagen vorgestellten Se-
kundärstruktur - Vorhersagealgorithmen verwendet werden. Es folgt des Weiteren die 
durchgeführte Sekundärstrukturvorhersage der im Kapitel 3 vorgestellten Datensätze und 
eine Auswertung der Ergebnisse, wie sich diese Strukturen der einzelnen Datensätze 
ähneln und wie sich die Ergebnisse der beiden Algorithmen unterscheiden. 
4.1  Qualität der Strukturvorhersagealgorithmen 
Für Sekundärstrukturvorhersagen der Nucleotide wird eine Vielzahl an Vorhersagealgo-
rithmen angeboten. Daher muss untersucht werden, welche Vorhersagealgorithmen für 
diese Bachelorarbeit am geeignetsten sind. Kriterien wie Qualität der Vorhersage, Ein-
flussfaktoren (Temperatur, pH - Wert, Kationen) und Auswertbarkeit der Ergebnisse sind 
für die Auswahlentscheidung von Relevanz. 
Um eine Aussage für die Genauigkeit einer Strukturvorhersage treffen zu können, muss 
die korrekt aufgeklärte Struktur einer DNA bzw. RNA mit der vorhergesagten Struktur ver-
glichen werden. Hierfür wurden 40 zufällig ausgewählte RNA - Strukturen von der PDB 
entnommen. Unter der Verwendung des Programmes MC - Annotate wurde die korrekte  
RNA - Sekundärstruktur mittels Atomkoordinaten (hinterlegt im PDB - File der betrachte-
ten RNA) ermittelt. Anschließend erfolgte ein Vergleich der vorhergesagten Struktur mit 
der korrekt ermittelten Struktur. Verglichen wurde hierbei, ob die einzelnen Nucleotide 
beider Strukturen jeweils basengepaart oder ungepaart vorlagen. Für jeden Sekundär-
struktur - Vorhersagealgorithmus wurde für die 40 verwendeten Sequenzen eine Qualität 
nach Gleichung 10 ermittelt. Dieser ermittelte Wert soll als Q2 - Wert bezeichnet werden. 
Das Q entspricht dem Begriff der Qualität und die 2 der Anzahl der möglichen Zustände 
(ob eine Base gepaart bzw. ungepaart ist).  
Im Folgenden soll diese Bewertung in einer Abbildung verdeutlicht werden. 
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Abbildung 16: Strukturvergleich der Vorhersagealgorithmen 
Die Abbildung zeigt das Ergebnis des Vergleiches zwischen korrekter und vorhergesagter   Sekun-
därstruktur  einer RNA.  Beschrieben ist die Länge der betrachteten Sequenz sowie ihre Nucleoti-
dabfolge.  Die Sekundärstruktur wird durch das Vienna - Format beschrieben, welches die Basen-
paarung durch die Zeichen "()" und ungepaarte Basen durch "." darstellt. Werden beispielsweise 
die ersten sowie die letzten vier Nucleotide der Sequenz mit dazugehöriger Sekundärstruktur von 
MC - Annotate verglichen, zeigt sich, dass diese Nucleotide als zueinander adjazent betrachtet 
werden können, was einer Helix entspreche. Wenn für die Vorhersage vorhanden, wurde auch die 
minimale freie Energie (mfe) berücksichtigt. Das Ergebnis zeigt, dass diese kaum Abweichungen 
(ausgenommen KineFold) besitzen, was auf ähnliche Energietabellen bzw. Schätzungen zurück 
zuführen ist. Der Q2 - Wert präsentiert die Qualität der Vorhersage. 
Für einen Vergleich der Qualität zwischen den Vorhersagealgorithmen wurde der Q2 aller 
40 RNA - Sequenzen unter Verwendung des arithmetischen Mittels zusammengefasst. 
Die Ergebnisse sind  in folgender Tabelle dargestellt. 
Tabelle 4: Q2 Mittelwert 
Es werden die Q2 - Werte der neun getesteten Vorhersagealgorithmen gezeigt. 
 mFold sFold pFold RNAFold CentroidFold QikFold pknotsRG KineFold 
Q2 0,884 0,879 0,853 0,879 0,879 0,86 0,875 0,852 
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Es ist zuerkennen, dass sich die Q2 - Werte in einem sehr geringen Maße unterscheiden.  
Dies liegt an der geringen Grundgesamtheit der betrachteten RNA - Strukturen entschei-
dend aber an den Längen der Sequenz. Für die betrachteten Strukturen liegen die RNA - 
Sequenzen in einem Bereich zwischen 20 und 40 Nucleotiden. Dies ist vertretbar, da die 
hier verwendeten Datensätze ebenfalls zwischen 30 und 50 Nucleotiden in einer Sequenz 
liegen. Es darf von ausgegangen werden, dass die späteren Strukturvorhersagen für die 
Datensätze sich an einer ähnlichen Vorhersagequalität von einer ca. 85 % Genauigkeit 
messen lassen. Da der Q2 - Wert für mFold und Centroidfold am höchsten liegt, wurden 
diese beiden Algorithmen für die späteren Strukturvorhersagen ausgewählt. sFold besitzt 
zwar den selben Q2 Wert wie Centroidfold, wurde aber aufgrund einer schlechten Aus-
wertbarkeit (kein Vienna - Format) der Vorhersageergebnisse disqualifiziert.  
Es muss angemerkt werden, dass eine Qualitätsbestimmung für DNA - Strukturen nicht 
möglich war, da keine korrekte Sekundärstruktur durch MC - Annotate ermittelt werden 
konnte.  
Äußere Einflusskriterien werden bei der Vorhersage mittels Centroidfold ignoriert. Im Ge-
gensatz dazu ist bei dem Algorithmus mFold eine Optimierung der Temperatur sowie die 
Konzentration an Kationen möglich. Der pH - Wert ist hierbei nicht regulierbar, da für die 
Bewertung der minimalen freien Energie Normalbedingen gelten, wofür ein pH - Wert von 
7,0 definiert ist (siehe Unterkapitel 2.1.3 Energiebewertung). 
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4.2 Formaterklärung der folgenden Ergebnissen 
Dieses Unterkapitel soll den Aufbau des in auf der CD befindlichen Formates erklären, da 
dieses zum Verständnis für die folgenden Ergebnisse unerlässlich ist. Es muss darauf 
hingewiesen werden, dass die folgenden Ergebnisse in Kapitel 4.3 - Kapitel 4.6 auf der 
CD hinterlegt sind.  
 
Abbildung 17: Ausschnitt der kombinierten Ergebnisse 
Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt der generierten Ergebnisse aus dem Datensatz BsHfq-His 
für die erste Sequenz. Hierbei ist in der ersten Zeile die Sequenzidentifikation abgebildet, welche 
für die jeweilig Sequenz im betrachteten Datensatz steht, gefolgt von der Nucleotidabfolge der 
Sequenz. Die dritte und vierte Zeile repräsentiert die Sekundärstrukturvorhersagen der Algorithmen 
mFold und CentroidFold, welche im Vienna - Format dargestellt sind. Des Weiteren ist die minima-
le freie Energie (-2.70) abgebildet (für den CentroidFold wurde die mfe nicht mit betrachtet, da die 
Vorhersagen aus Kapitel 4.1 nicht immer nachvollziehbare Energiebewertungen durch den Algo-
rithmus zugeordnet bekamen). Gefolgt von der Sekundärstruktur sind die generierten Bindungs-
muster abgebildet, welche im Kapitel 5 betrachtet werden. 
4.3 Sekundärstrukturvorhersage für Datensatz pVIII - M13 
Phage 
Eine Sekundärstrukturvorhersage dieses Datensatzes ist nur unter Verwendung des 
mFold - Algorithmus erfolgt, da nur dieser die Fähigkeit besitzt, DNA - Sequenzen vorher-
zusagen. Der Centroidfold substituiert hierbei die Base Thymin mit Uracil, was einer RNA 
- Sequenz entspreche.  
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Durch Betrachtung der Protokollbeschreibung [1] konnten keine Informationen über Tem-
peratur und Kationenkonzentration entnommen werden, was folglich zu einer Sekundär-
strukturvorhersage mittels mFOLD unter Standardeinstellung führt. Die Standardeinstel-
lung ist durch eine Temperatur von 37°C und einer Kationenkonzentration von 1,0 M Na+ 
sowie 0,0 M Mg2+ definiert.  
Die generierten Ergebnisse zeigen, dass in jeder der vorhergesagten Sekundärstruktur 
mindestens ein Hairpin - Loop ausgebildet wurde. Da der betrachtete Datensatz Aptamere 
beinhaltet, wird davon ausgegangen, dass diese Strukturelemente ein gleiches Maß an 
Hairpin - Loops ausbilden. Die Strukturvorhersagen zeigen aber, dass einige Sequenzen 
bis zu drei Hairpin - Loops ausbilden andere hingegen nur einen. Hinzu kommt, dass in 
drei Sequenzen zusätzlich Internal - Loops vorhergesagt werden. Es fällt aufgrund der 
Vielzahl der vorhergesagten Strukturen schwer, ein gewisses Maß an Ähnlichkeit abzulei-
ten. Vielmehr lassen sich die vorhergesagten Sekundärstrukturen in fünf Gruppen sepa-
rieren, wie in folgender Tabelle gezeigt: 
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Tabelle 5: Separation der Ergebnisse des Datensatzes pVIII - M13 Phage 
Es wird beschrieben, aus welchen Sekundärstrukturen sich folgende Gruppen separieren lassen 
und welche Sequenzen dies betrifft. 
 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 
Merkmal 1 Hairpin - 
Loop 
1 - 2 Hairpin - 
Loop(s) 
2 - 3 Hairpin - 
Loops 
Größe des 
Hairpin - Loop 
11 - 14 n 
Größe des 
Hairpin - 
Loop 3 - 5 n 
  1 Internal - 
Loop 
   
Sequenz Sequenz 1  
Sequenz 5 
Sequenz 8 
Sequenz 10 
Sequenz 15 
Sequenz 17 
Sequenz 18 
Sequenz 19 
 
Sequenz 2  
Sequenz 3 
Sequenz 7 
 
Sequenz 4  
Sequenz 6 
Sequenz 9 
Sequenz 11 
Sequenz 12 
Sequenz 13 
Sequenz 14 
Sequenz 16 
Sequenz 5  
Sequenz 10 
Sequenz 12 
Sequenz 16 
Sequenz 19 
 
Sequenz 1  
Sequenz 2 
Sequenz 3 
Sequenz 4 
Sequenz 6 
Sequenz 7 
Sequenz 8 
Sequenz 9 
Sequenz 11 
Sequenz 13 
Sequenz 14 
Sequenz 15 
Sequenz 17 
Sequenz 18 
 
Diese fünf Gruppen werden demnach in die Anzahl der Hairpin Loops sowie deren Größe 
durch beteiligte Nucleotide und durch Internal - Loops separiert. Die Länge der Basenpaa-
rungen, welche die Loop - Strukturen abschließen, liegen dabei in einem Intervall zwi-
schen 2 - 7 Nukleotiden. Die minimalen freien Energien lassen sicher keiner Gruppe zu-
ordnen.  
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4.4 Sekundärstrukturvorhersage für Datensatz VEGF165 
Da sich für das Target VEGF165 drei Familien an Aptameren generieren ließen, werden 
diese als einzelne Datensätze aufgefasst und im Folgenden unabhängig voneinander in 
der Sekundärstrukturvorhersage betrachtet. Da es sich hierbei um RNA - Sequenzen 
handelt, wurde die Sekundärstrukturvorhersage unter Verwendung von mFold und Cent-
roidfold durchgeführt. Für mFold erfolgte eine Einstellung der Parameter für eine Tempe-
ratur von 37°C und einer Mg2+ Konzentration von 2 mM. [26]  
4.4.1 Sekundärstrukturvorhersage für Datensatz VEGF165 - Familie I 
Da beide Algorithmen bis auf wenige Ausnahmen unterschiedliche Strukturen  vorhersa-
gen, werden die Ergebnisse getrennt voneinander betrachtet. Abschließend erfolgt ein 
Vergleich, welcher der beiden Algorithmen die wahrscheinlichste Struktur vorhergesagt 
hat. Die folgenden zwei Tabellen präsentieren die Strukturgruppen von mFold und die 
Strukturgruppen von Centroidfold. 
Tabelle 6: Separation der Ergebnisse des Datensatzes VEGF165 - Familie I (mFold) 
Die Tabelle beschreibt die Strukturmerkmale, in welche sich die Strukturen unterscheiden. 
 Gruppe 1 Gruppe 2 
Merkmal 1 Hairpin - Loop 1 Hairpin - Loop 
 1 Internal - Loop  
Sequenz Sequenz 1  
Sequenz 3 
Sequenz 4 
Sequenz 7 
Sequenz 8 
Sequenz 9 
Sequenz 11 
Sequenz 12 
Sequenz 17 
Sequenz 18 
Sequenz 23 
Sequenz 5 
Sequenz 6 
Sequenz 10 
Sequenz 13 
Sequenz 16 
Sequenz 19 
Sequenz 22 
Sequenz 24 
Sequenz 25 
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Sequenz 26 
Diese Tabelle beschreibt, dass sich die Sekundärstrukturen durch die mFold - Vorhersage 
in zwei Gruppen einteilen lässt. Es wird hierbei in Strukturen mit Hairpin - Loop und in 
Strukturen mit Hairpin - Loop und dazugehörigen Internal - Loop unterschieden. Fünf Se-
quenzen (2,14,15,19,20) lassen sich jedoch keiner der beiden Gruppen zu ordnen, da bei 
diesen ein Bulge - Loop vorhergesagt wurde und die Eigenschaften aus beiden Gruppen 
vertreten sind. Die Basenpaarungen liegen bei den Strukturelementen in einem Intervall 
von zwei bis sechs Nucleotiden. Durch einen Vergleich der minimalen freien Energie zwi-
schen beiden Gruppierungen konnte keine signifikante Zuordnung gefunden werden. 
Tabelle 7: Separation der Ergebnisse des Datensatzes VEGF165 - Familie I (CentroidFold) 
Die Tabelle beschreibt die Strukturmerkmale, in welche sich die Strukturen durch die CentroidFold 
- Vorhersagen unterscheiden lassen. 
 Gruppe 1 Gruppe 2 
Merkmal 1 Hairpin - Loop 1 - 2 Hairpin - Loop(s) 
 1 - 2 Internal - Loop(s)  
Sequenz Sequenz 1  
Sequenz 3 
Sequenz 4 
Sequenz 7 
Sequenz 9 
Sequenz 10 
Sequenz 11 
Sequenz 12 
Sequenz 14 
Sequenz 15 
Sequenz 17 
Sequenz 18 
Sequenz 23 
Sequenz 25 
Sequenz 5 
Sequenz 6 
Sequenz 13 
Sequenz 16 
Sequenz 21 
Sequenz 22 
Sequenz 24 
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Wie bei mFold konnten auch die vorhergesagten Strukturen durch Centroidfold in zwei 
Gruppen separiert werden, welche sich in den Merkmalen (Vergleich der Gruppen aus 
Tabelle 6 und Tabelle 7) ähneln. Jedoch lassen sich auch bei den Vorhersagen von Cent-
roidfold nicht alle Sequenzen (2,8,12,19,23,15) einer Gruppe zuordnen. Die Begründung 
erfolgt analog zu mFold. Eine Besonderheit wurde bei der Vorhersage von Sequenz 19 
und Sequenz 26 festgestellt. In beiden wurde durch Centroidfold ein Stem - Junction vor-
hergesagt. 
Der Vergleich der beiden Vorhersagealgorithmen zeigt, dass 38% der Sequenzen iden-
tisch vorhergesagt wurden. Unterschiede bestehen hierbei in der Anzahl der Hairpin - und 
Internal - Loops sowie deren Größen und Positionen. Es wird vermutet, dass die vorher-
gesagten Strukturen des mFold - Algorithmus besser sind als die des CentroidFold. Dies 
lässt sich durch die höhere Ähnlichkeit der Strukturen (mFold immer einen Hairpin - Loop 
und Internal - Loop vorhergesagt) begründen. Die Stem - Junctions werden daher als un-
wahrscheinlich angesehen. 
4.4.2 Sekundärstrukturvorhersage für Datensatz VEGF165 - Familie II 
Für die beiden Vorhersagealgorithmen zeigt sich, dass die Sekundärstrukturen sich in 
einer Gruppe zusammenfassen lassen (siehe Abbildung 18). Die Vorhersagealgorithmen 
lieferten eine zu 75 % identische Vorhersage, betrachtet auf die Sequenzen. Die minima-
len Unterschiede existieren in der Größe des Hairpin - Loop. Auch in diesem Datensatz ist 
keine signifikante Verteilung zu der minimalen freien Energie zu erkennen. 
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Abbildung 18: Sekundärstruktur Datensatz VEGF165 - Familie II 
Diese Abbildung zeigt die Sekundärstruktur für die vierte Sequenz des Datensatzes VEGF165 - 
Familie II. Sie steht stellvertretend als Repräsentant für die übrigen Strukturen des Datensatzes. In 
jeder dieser Sequenzen wurde von beiden Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen ein Hairpin - 
Loop und ein Internal - Loop vorhergesagt. Dies liefert ein optimales Ergebnis für die Betrachtung, 
dass es sich in den Datensätzen um Aptamere handelt. 
Zusätzlich wurde in der Struktur von Sequenz 5 und Sequenz 8 ein Bulge - Loop vorher-
gesagt. Ungewöhnlich für die Hairpin - Loops ist die Größe (Sequenz 1,4,5,6,8), welche 
zwischen sechs und zehn Nucleotiden liegt, was eher für eine instabile Struktur spricht. 
Die Länge der Basenpaare liegt bei allen Sequenzen zwischen den Strukturelementen in 
einem Intervall zwischen vier und sieben Nucleotiden. 
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4.4.3 Sekundärstrukturvorhersage für Datensatz VEGF165 - Familie III 
Durch die Sekundärstrukturvorhersage mittels mFold zeigt sich, dass in jeder der Se-
quenzen ein Hairpin - Loop ausbildet wurde, welcher genau vier Nucleotide groß ist.  Das 
lässt vermuten, dass dies das entscheidende Sekundärstrukturelement ist, welches für die 
spezifische Bindung an dem VEGF165 Target verantwortlich ist. Für folgende Sequenzen 
wurden des Weiteren noch Internal - Loops und Bulge - Loops vorhergesagt: 
Tabelle 8: Weitere Strukturelemente für Datensatz VEGF165 - Familie III 
Die Tabelle separiert die Sequenzen in Strukturgruppen für Internal -  Loop und Bulge - Loop 
 Internal -  Loop Bulge - Loop 
Sequenz Sequenz 1 
Sequenz 3 
Sequenz 4 
Sequenz 5 
Sequenz 7 
Sequenz 8 
Sequenz 9 
Sequenz 11 
Sequenz 12 
Sequenz 2 
Sequenz 3 
Sequenz 6 
Sequenz 10 
 
Die Tabelle zeigt, dass auch diese Strukturelemente einen möglichen Einfluss auf die 
spezifische Bindung am Target haben. Die Basenpaarungen zwischen diesen Struktur-
elementen und dem Hairpin - Loop liegen in einem Bereich von drei bis sieben Nucleoti-
den. Die minimale freie Energie lässt sich in diesem Datensatz keiner klaren Verteilung, 
bezogen auf die Struktur der Sequenzen, zuordnen. 
Die Strukturvorhersage von CentroidFold präsentiert ein ähnliches Ergebnis zu den Vor-
hersagen von mFold. Der einzige Unterschied für die vorhergesagten Strukturelemente 
liegt in Sequenz 3. In dieser wurde kein Internal - Loop vorhergesagt. Andere Abweichun-
gen zwischen den Algorithmen ist die Größe bzw. Länge der Internal - Loops und Basen-
paarungen. 58% der Sequenzen wurden von den Algorithmen identisch vorhergesagt. 
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4.5 Sekundärstrukturvorhersage für Datensatz BsHfq-His 
Für diesen Datensatz wurde eine Sekundärstrukturvorhersage mittels mFold und Cent-
roidfold durchgeführt, da es sich um RNA - Sequenzen handelt. Für mFold wurde die Vor-
hersage durch die Parametereinstellung unter einer Temperatur von 37°C und einer Na+ 
Konzentration von 0,3 M optimiert. [27] 
Die Ergebnisse zeigen, dass sich für jede vorhergesagte Sequenz durch mFold ein Hair-
pin - Loop ergab, welcher in einer Größe von drei bis sechs Nucleotide liegt. In Sequenz 1 
und Sequenz 2 ergaben sich zusätzlich ein Bulge - Loop und für Sequenz 5,6,8 ein Inter-
nal - Loop. Die Energiewerte waren nicht zuordnungsbar. Für die Vorhersagen des Cent-
roidfold ergab sich, dass in Sequenz 2 zwei Hairpin - Loops vorhergesagt wurden. Andere 
Unterschiede bestehen in der Größe von Internal - Loops und der Anzahl an Basenpaa-
rungen zwischen den Strukturelementen, welche in einem Intervall zwischen zwei und 
sechs Nucleotiden liegen. Ein Vergleich der beiden Algorithmen ergab, dass 57% der Se-
quenzen in diesem Datensatz identisch vorhergesagt wurden. 
4.6 Sekundärstrukturvorhersage für Datensatz RIG-I Protein 
Für den sechsten Datensatz konnte nur eine Sekundärstrukturvorhersage durch mFold 
erfolgen, da es sich um DNA - Sequenzen handelt. Die Vorhersage wurde durch eine Pa-
rametereinstellung mit einer Temperatur von 37°C und einer Mg2+ Konzentration von 1 nM 
optimiert.  
Für die Vorhersagen ergab sich ein eindeutiges Ergebnis (siehe Anhang 4), welches in 
folgender Abbildung beschrieben ist: 
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Abbildung 19: Sekundärstruktur Datensatz RIG - I Protein 
Die Abbildung zeigt die Sekundärstrukturvorhersage der Sequenz 2 im Datensatz RIG - I Protein 
mittels mFold. Sie steht stellvertretend als Ergebnis des gesamten Datensatz, in welchem jeweils 
ein Hairpin - Loop als einziges Sekundärstrukturelement vorhergesagt wurde. 
Die Hairpin - Loops liegen dabei in einem Größenbereich zwischen vier und sechzehn 
Nucleotiden. Eine Vermutung ist, dass Hairpin - Loops größer acht Nucleotide nicht opti-
mal vorhergesagt sind, was sich aus der gegebenen Instabilität des Strukturelementes 
ableiten lässt. Die Länge der Basenpaarungen ausgehend von Hairpin - Loop liegen zwi-
schen drei und sechs Nucleotiden. Die minimale freie Energie ist wie in den anderen Da-
tensätzen in keinen Zusammenhang für die vorhergesagte Struktur zu bringen. 
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4.7 Zusammenfassung 
Dieses Unterkapitel soll die Ergebnisse der Sekundärstrukturvorhersagen zusammenfas-
sen und daraus folgende Zusammenhänge aufzeigen. 
Da in jedem der Datensätzen, in jeder Sequenz ein Hairpin - Loop vorhergesagt wurde, 
wird vermutet, dass sich spezifische Bindungen an den Targets über dieses Strukturele-
ment vollziehen. Zusätzliche Strukturelemente wie Internal - Loops und Bulge - Loops 
lassen vermuten, dass sich eine höhere Affinität zum Target - Protein - Komplex ergibt 
wie Teilweise in den Publikationen angeben wurde. [26] [27] [28] 
Dass die minimale freie Energie mit den Vorhersagen nicht vergleichbar ist, begründet 
sich möglicherweise dadurch, dass die ermittelte Energie die gesamte Energiebewertung 
der Struktur repräsentiert. Eine speziellere Betrachtung der energetischen Bewertung der 
einzelnen Sekundärstrukturelemente hätte wohl einen Vergleich ermöglicht, wie die unter-
schiedlichen Loop - Typen im energetischen Zusammenhang stehen. 
Der Vergleich der Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen zeigt, dass etwa die Hälfte 
der Sekundärstrukturen identisch durch mFold und Centroidfold vorhergesagt wurden. Die 
Frage, welcher der beiden Algorithmen die zuverlässigsten Ergebnisse liefert, muss ab-
geschätzt werden aus dem Vergleich der vorhergesagten Strukturen eines Datensatzes 
und unter der Qualitätsbetrachtung im Kapitel 4.1. Hierfür gilt, dass der mFold - Algorith-
mus ähnlichere Sekundärstrukturelemente (z.B. Anzahl der Hairpin - Loops) vorhersagte 
als der CentroidFold. Letztere sagte im Datensatz VEGF165 - Familie I unter anderem 
Stem - Junctions voraus, welche als unwahrscheinlich begründet wurden. Unter der weite-
ren Betrachtung der Qualitätsbewertung, in welcher mFold genauere Strukturen vorher-
sagte und diese sich auch durch Parametereinstellungen optimieren ließen, lässt sich 
hierfür bekräftigen, dass der mFold - Algorithmus bessere Strukturvorhersagen für die 
Datensätze liefern konnte als der Centroidfold.  
Für eine bessere Veranschaulichung der vorhergesagten Strukturen sind zu jedem Da-
tensatz Abbildungen zu mFold und CentroidFold auf der beigelegten CD hinterlegt. 
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5 Bindungsmuster 
Nachdem die Sekundärstrukturen durch die Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen 
mFold und CentroidFold vorhergesagt wurden, soll nun nach speziellen Sequenzabschnit-
ten gesucht werden, welche als Bindungsmuster bezeichnet werden. Diese Bindungsmus-
ter sollten dabei auf Postionen innerhalb der Sequenz liegen, welche mit den durch die 
Vorhersagen bestimmten Strukturelemente korrelieren, um anschließend (siehe Kapitel 6) 
ein Abstandmaß zu entwickeln, welches ermöglicht, eine Methode zu Klassifizierung von 
DNA -, RNA - Sekundärstrukturen zu entwickeln.  
5.1 Erstellung einer Mustersammlung 
Die Suche nach Bindungsmustern wurde durch einen eigens hierfür entwickelten Algo-
rithmus umgesetzt (auf CD beigelegt). Da es sich um unbekannte Bindungsmuster han-
delt, muss der Algorithmus in eine hohe Variabilität und eine gewisse Signifikanz nach der 
Suche von Mustern besitzen. Diese Eigenschaften werden dadurch gewährleistet, dass 
nicht nach einem einzigen Muster sondern nach mehreren Muster gesucht wird, welche 
durch einen definierten Abstand sind. Dieser Abstand wird als Lücken bezeichnet (siehe 
Abbildung 20).  
Es wird hierfür erwartet, dass sich diese Muster in Bereichen von Basenpaarungen und 
Loop - Strukturen finden lassen. 
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Abbildung 20: Lücken zwischen Bindungsmustern 
Die Abbildung zeigt DNA - Sequenzen, in welchen ein Startmuster AGT (rot markiert) definiert ist. 
Der Algorithmus soll befähigt sein alle Endmuster, in diesem Fall ATA (grün markiert), innerhalb 
der Sequenzen zu finden. Hierfür müssen gewissen Lücken gewährleistet werden, damit mehrmals 
auftretende Muster an unterschiedlichen Positionen gefunden werden können. 
Zu Beginn werden alle Sequenzen eines Datensatzes in Subpattern mit einer Länge von 
drei Nucleotiden zerlegt (siehe Abbildung 21). Die Länge wurde deshalb gewählt, weil 
nicht erwartet wird, dass bei einer Länge von zwei Nucleotiden signifikante Muster gefun-
den werden, da sich das betrachtete Alphabet auf vier Elemente (A,G,T,C bzw. U) be-
schränkt, was zu einer geringen Variation von 42 Möglichkeiten an Bindungsmustern führt. 
Bei einer größeren Länge bestünde die Möglichkeit, dass diese Bindungsmuster länger 
als ein Strukturelement sind. Eine Länge von drei ermöglicht auch eine Variabilität in den 
Positionen der Strukturelemente. Dies bedeutet, das Bindungsmuster könnte an einem 
Anfang, einem Ende, bzw. in der Mitte eines Hairpin - Loops liegen. 
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Abbildung 21: Generierung von Subpattern 
S1 steht für das erste Subpattern der Länge drei. Der Algorithmus rückt innerhalb der Sequenz um 
einen Index weiter und definiert an dieser Position das Subpattern S2. Dieses Prinzip wird bis Se-
quenzende fortgeführt (Sn) und gilt für alle Sequenzen des Datensatzes. 
 
Zu diesen Zeitpunkt liegt eine Sammlung von allen Subpattern auf dem Sequenz - Daten-
satz vor. Die folgende Abbildung soll verdeutlichten wie aus dieser Menge von Subpattern 
eine Mustersammlung generiert wird: 
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Abbildung 22: Generierung der Mustersammlung 
Die Abbildung ist in die zwei Abschnitte 1) und 2) separiert. Abschnitt 1) zeigt die Subpattern S1 
und S2, welche durch eine Lücke der Länge zwei getrennt sind. Dies ist die minimal Lücke. Der 
Algorithmus verschiebt im nächsten Schritt beide Subpatter um einen Index. Dabei wird weiterhin 
eine Lücke der Länge zwei aufrecht erhalten. Dieses Prinzip wird so lange verfolgt, bis das Subpat-
tern S2 die Position der letzten drei Nucleotide in der Sequenz einnimmt. Im Abschnitt 2) verläuft 
der Prozess wie in Abschnitt 1) beschrieben, mit dem Unterschied, dass die Länge der Lücke um 
eine Position erweitert wird. 
Das Prinzip wird so lang verfolgt, bis die maximal Lücke einer Sequenz erreicht ist. Dies 
bedeutet, S1 und S2 bilden Start  - und Endposition in der Sequenz. Alle hierbei generie-
ten Subpatter mit dazugehörigen Abstand werden vorerst vom Algorithmus gemerkt. 
Selbstverständlich erfolgt dieser Schritt für alle Sequenzen eines Datensatzes. 
Die hierbei generierten Ergebnisse bilden die Mustersammlung, worin alle Variationen (64) 
mit dazugehörigen Abstand ermittelt wurden. Des Weiteren sind Informationen zur Positi-
onen der Subpattern sowie der sequenzielle Anteil in den Abständen zwischen S1 und S2 
hinterlegt. 
Die erstellten Mustersammlungen für die sechs Datensätze sind auf der beigelegten CD 
hinterlegt. 
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5.2 Ermittlung und Bewertung der Bindungsmuster 
Für die generierten Mustersammlungen muss nun entschieden werden, welche Muster als 
Bindungsmuster definiert werden. Dies wurde durch die absolute Häufigkeit der Muster 
realisiert. Hierfür wurden die erstellten 1296 Variationen der Subpattern S1 und S2 mit 
allen möglichen Abständen aufsummiert und die zehn häufigsten Vertreter ausgewählt, 
welche nun die Bindungsmuster repräsentieren.  
Zu jeden Datensatz wurde eine Matrize erstellt, in welcher die Bindungsmuster gegenüber 
gestellt werden. 
Tabelle 9: Matrix für Bindungsmuster pVIII - M13 Phage 
Gezeigt werden Bindungsmuster und ihre Häufigkeit im Datensatz. 
Start/End CGG GGT GTC TCC 
AGG - - 17 - 
CCA - - - 17 
CAT - 18 18 19 
GGT 17 27 25 - 
TGG - 17 18 - 
Tabelle 9 beschreibt die Bindungsmuster in dem Datensatz pVIII - M13 Phage. Die linke 
Spalte repräsentiert die Startmuster, somit werden in der oberen Zeile die Endmuster dar-
gestellt (gilt auch für die Tabellen 10 bis 14). Die Werte zeigen, welche zwei Muster wie 
oft in dem Datensatz auftreten. Dabei fällt auf, dass GGT und CAT mehrmals als Start-
muster deklariert sind. Aber auch das Endmuster GTC hat einen dominierenden Einfluss 
auf die Bindungsmuster.  
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Tabelle 10: Matrix für Bindungsmuster VEGF Familie I 
In der Tabelle werden die generierten Bindungsmuster und ihre Häufigkeit mit Datensatz präsen-
tiert. 
Start/End AUU GGA UUG CGU UGG CGC 
AAG - - 31 - - - 
GAA 45 33 39 31 37 36 
GGA 35 - 39 - 32  
Für die Bindungsmuster der VEGF Familie I zeigt sich, dass sich für GAA als Startmuster 
sechs Endmuster finden lassen. Daraus schlussfolgert, dass möglicherweise Muster ge-
funden wurden, welche zu einem guten Ergebnis mit dem späteren Vergleich der Sekun-
därstrukturen führen. 
Tabelle 11: Matrix für Bindungsmuster VEGF Familie II 
Zu erkennen sind die Bindungsmuster und ihr Häufigkeiten im Datensatz VEGF Familie II. 
Start/End GCU GAC GGA ACG UGG CUC CGC 
GGA 25 14 15 15 14 13 18 
ACC - - - - - 14 - 
AAC 15 - - - - - - 
UGG 15 - - - - - - 
Für die zweite Familie verhält es sich ähnlich wie in Tabelle 10. Der Unterschied ist aber, 
dass in diesem Fall das Start - Muster GGA noch öfter beteiligt ist. Das Bindungsmuster 
GGA - GCU sticht hierbei mit seiner Anzahl von 25 hervor. 
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Tabelle 12: Matrix für Bindungsmuster VEGF Familie III 
Die Tabelle präsentiert die Häufigkeiten der Bindungsmuster. 
Start/End AUA AAU UUA UAU CGU CUU 
AUG 17 - - 19 18 - 
GAA 18 - 17 19 - 19 
GCG - 17 - - - - 
UGC 17 - - - 17 - 
Die Bindungsmuster VEGF Familie III zeigen nicht wie bei den anderen Datensätzen, 
dass ein Muster aus der Menge Bindungsmuster heraussticht. Allerdings sind auch die 
Start - Muster AUG und GAA häufig in den Endmustern vertreten. Weiterhin zeigt sich, 
dass die Anzahl der Bindungsmuster sehr nah beieinander liegen (von 17 - 19). 
 
Tabelle 13: Matrix für Bindungsmuster BsHfq - His 
Es im Folgenden der Zusammenhang zwischen Bindungsmuster und deren Häufigkeit präsentiert. 
Start/End GCG GUC GAU CCG CGG AGA 
GAG 18 - 25 - 18 27 
AGA 20 20 26 22 21 23 
Für den Datensatz von BsHfq - His gibt es genau zwei Startmuster, wovon sich ableiten 
lässt, dass diese wohl am Anfang der Sequenzen zu finden sind.  
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Tabelle 14: Matrix für Bindungsmuster RIG - I Protein 
Gezeigt wird in der folgenden Tabelle, dass es nur ein Endmuster für alle Startmuster gibt. 
Start/End TTT Start/End TTT 
TTT 67 TTC 33 
TTA 32 AAT 36 
TAA 41 ACT 43 
TAT 61 ATT 47 
CTA 33 ATA 63 
Da als Endmuster nur TTT gefunden wurde, stellt möglicherweise ein Problem für den 
späteren Strukturvergleich dar, da sich in den Sequenzen Thymin - Tags befinden, was zu 
einer statistischen Verfälschung führt. Dies lässt sich durch das Bindungsmuster TTT - 
TTT belegen, welches 67 mal gefunden wurde. 
Aus den generierten Bindungsmustern und den in Kapitel 4 vorhergesagten Sekundär-
strukturen soll nun im nächsten Kapitel ein Vergleich durchgeführt werden, ob es eine 
Korrelation zwischen Sekundärstruktur und Bindungsmustern gibt. 
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6 Vergleich der Sekundärstrukturvorhersagen und 
der generierten Bindungsmuster 
Dieses Kapitel dient dem Vergleich der Ergebnisse für die Sekundärstrukturvorhersagen 
aus Kapitel 4 und den generierten Bindungsmustern aus Kapitel 5, um eine Methode für 
die Klassifizierung von DNA - und RNA - Sekundärstrukturen zu entwickeln. Hierbei wird 
vermutet, dass es zwischen der Sekundärstruktur und den Bindungsmuster einen signifi-
kanten Zusammenhang gibt, was bedeutet, dass gewisse Bindungsmuster verantwortlich 
für die Ausbildung der Sekundärstrukturelement innerhalb von Aptamer - Sequenzen sind. 
Sollte diese Korrelation im Folgenden nachgewiesen werden, würde sich hierfür die Ent-
wicklung eines Abstandsmaßes  zum Klassifizieren ermöglichen. 
Die Vergleiche werden separat für jeden Datensatz durchgeführt. Am Ende dieses Kapitel 
erfolgt eine Zusammenfassung und ein Fazit über das weitere Verfahren durch die ermit-
telten Ergebnisse in dieser Bachelorarbeit. Die Ergebnisse sind auf der CD vollständig 
hinterlegt, daher wird empfohlen diese für die folgenden Vergleich parallel zu betrachten.  
6.1 Vergleich für Datensatz pVIII - M13 Phage 
Auf den ersten Blick zeigt sich, dass nicht für alle Sequenzen Bindungsmuster gefunden 
wurden, dass bedeutet, dass die Sequenzen 4, 6, 19 im weiteren Verlauf entfallen. Des 
Weiteren zeigt sich, dass die Verteilung der Bindungsmuster auf die Sequenzen unter-
schiedlich ist. Beispielsweise liegt für Sequenz 8 nur ein Bindungsmuster vor, in Sequenz 
10 dafür neun Bindungsmuster. Dies führt dazu, das für Sequenzen mit wenigen Bin-
dungsmustern eine Untersuchung auf Signifikanz zwischen Struktur und Bindungsmuster 
erschwert wird. 
Im Vergleich zeigt sich, dass Bindungsmuster wie CCA - TTC ausschnittsweise auf unter-
schiedlichen Strukturelementen liegen (siehe Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Vergleich Struktur und Bindungsmuster (1) Datensatz pVIII - M13 Phage 
Die Abbildung zeigt die Sequenz 1,2,5 und die dazugehörigen Sekundärstrukturen sowie das Bin-
dungsmuster CCA - TTC. Es lässt sich erkennen, dass die Start - und Endmuster auf unterschied-
lichen Strukturen liegen. CCA liegt in Sequenz 1 auf einen Hairpin - Loop und in Sequenz 2,5 auf 
einem linearisierten Abschnitt. TTC liegt dabei auf drei Strukturabschnitten, zu einem auf einer 
linearen Struktur (Sequenz 1), in einer Helix (Sequenz 2) und in einem Hairpin - Loop (Sequenz 5). 
Des Weiteren zeigt ein Vergleich für die Sekundärstruktur und den Bindungsmustern, 
dass die selben Start - bzw. Endmuster auf unterschiedlichen Strukturen innerhalb einer 
Sequenz liegen, wie in folgender Abbildung dargestellt ist:  
 
Abbildung 24: Vergleich Struktur und Bindungsmuster (2) Datensatz pVIII - M13 Phage 
Für die erste Sequenz liegt das Startmuster CAT des Bindungsmusters CAT - GTC auf einem li-
nearisierten vorhergesagten Strukturabschnitt und zum anderen in einem vorhergesagten Hairpin - 
Loop. 
Diese Ergebnisse lassen sich auch für die restlichen neun Bindungsmuster innerhalb des 
Datensatzes erkennen. 
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6.2 Vergleich für Datensatz VEGF165 - Familie I 
Für diesen Datensatz besteht keine extreme Verteilung für die Häufigkeit der Bindungs-
muster in den Sequenzen. Ebenfalls wurden für jede Sequenz Bindungsmuster gefunden. 
Es zeigt sich aber, dass keines der Bindungsmuster signifikant für die vorhergesagten 
Strukturen ist (siehe Abbildung 25 und Abbildung 26) 
 
Abbildung 25: Vergleich Struktur und Bindungsmuster (1) Datensatz VEGF165 - Familie I 
Der Vergleich von Sequenz 4 und Sequenz 5 zeigt, dass die Bindungsmuster AAG - UUG sich in 
verschiedenen Strukturelemente finden lassen.  Für Sequenz 4 liegt das Startmuster AAG in einem 
Internal - Loop und UUG in einen Zwischenbereich des selben Internal - Loop und der Helix - 
Struktur des folgenden Hairpin - Loops. In Sequenz 5 liegt Startmuster AAG in einem linearen Ab-
schnitt, welcher zu keinem Loop zugeordnet wird. UUG bildet hier die Helix eines Hairpin - Loop.  
 
Abbildung 26: Vergleich Struktur und Bindungsmuster (2) Datensatz VEGF165 - Familie I 
Das Startmuster GAA liegt in Sequenz 10 für drei mögliche Sekundärstruktureinteilungen vor, in 
einer Helix - Struktur, in einem Hairpin - Loop sowie als ein Abschnitt beider Strukturelemente.  
Diese Ergebnisse werden wie im Datensatz pVIII - M13 Phage in allen verbleibenden Bin-
dungsmustern - Struktur - Vergleichen gefunden. 
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6.3 Vergleich für Datensatz VEGF165 - Familie II 
Für diesen Datensatz können die selben Schlussfolgerungen gezogen werden wie für die 
zwei zuvor betrachteten Datensätze. Durch zu breite Verteilung der Start - und Endmus-
ter, bezogen auf die Sekundärstrukturelemente, konnte kein signifikantes Bindungsmuster 
für eine Strukturelement gefunden werden (siehe Abbildung 27). 
 
 
Abbildung 27: Vergleich Struktur und Bindungsmuster Datensatz VEGF165 - Familie II 
Dieser Ausschnitt der Ergebnisse zeigt das Bindungsmuster GAA - UGG, welches als repräsentativ 
für alle übrigen Bindungsmuster steht, da keine signifikante Zuordnung für die Sekundärstruktur-
elemente möglich ist. Das Startmuster ACC bildet in Sequenz 3 einen Internal - Loop, wiederum in 
Sequenz 8 liegt es vollständig in einer Helix. Diese Gegebenheit führt dazu, dass im Zusammen-
spiel mit dem Endmuster GCU keine eindeutige Zuordnung für Sekundärstrukturelemente möglich 
ist. 
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6.4 Vergleich für Datensatz VEGF165 - Familie III 
Auch für den dritten Datensatz der VEGF165 - Familien zeigen sich keine signifikanten Er-
gebnisse, wie in der folgenden Abbildung auszugsweise aus den Gesamtergebnis belegt 
wird: 
 
Abbildung 28: Vergleich Struktur und Bindungsmuster Datensatz VEGF165 - Familie III 
Es ist deutlich zu erkennen, dass sich das Startmuster UGC in Sequenz 1 im helikalen Bereich 
befinden, in Sequenz 2 dafür einen Hairpin - Loop vorhergesagt wird. Das Endmuster AUA liegt in 
Sequenz 1 in einem Internal - Loop, welches sich in Sequenz 2, einer Helix bzw. einen Bulge - 
Loop zuordnen lies. 
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6.5 Vergleich für Datensatz BsHfq - His 
Für den fünften Datensatz sind ähnliche Ergebnisse wie in den zuvor betrachteten Daten-
sätzen nachweisbar. Die folgende Abbildung wird belegen, dass für die betrachteten Ap-
tamere keine Korrelation zwischen der Sekundärstruktur und den Bindungsmustern 
nachweisbar ist. 
 
Abbildung 29: Vergleich Struktur und Bindungsmuster Datensatz BsHfq - His 
Im Vergleich der Startmuster GAG zwischen Sequenz 2 und Sequenz 6 zeigt sich, dass dieses 
Muster in einer Helikalen - und Linearen - Struktur liegt. Im Gegensatz zum Startmuster lässt sich 
das Endmuster GCG dem Übergangsbereich zwischen Helix und Hairpin - Loop zuordnen. Auch in 
den verbliebenen Bindungsmustern lässt sich dieser problematische Sachverhalt nachvollziehen. 
 
6.6 Vergleich für Datensatz RIG-I Protein 
Für den letzten Datensatz besteht der Problem der Thymin - Tags, wie im Kapitel 5.2 be-
schrieben, welches eine statistische Verfälschung für die genierten Bindungsmuster 
ergibt, da sämtliche Endmuster die Nucleotide TTT enthalten.  
Für Sequenz 8 kann keine Aussage getroffen werden, da für diese Sequenz keine Bin-
dungsmuster gefunden wurden, was sich durch nicht vorhandene Thymin - Tag begrün-
den lässt. Die Ergebnisse für übrigen Sequenzen des Datensatzes lassen sich folgender 
Abbildung darstellen: 
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Abbildung 30: Vergleich Struktur und Bindungsmuster Datensatz RIG-I Protein 
Wie zu erwarten verzerrt das Endmuster TTT die Aussagekraft des Ergebnisses, da schon in Se-
quenz 1 und Sequenz 2 zu erkennen ist, dass das Muster TTT als Helix, als Hairpin - Loop und als 
linearer Bereich ohne Strukturelement vorliegen kann. Auch für das Startmuster TAA ist keine sig-
nifikante Aussage zu einem Strukturelement zutreffend. In dieser Abbildung liegt TAA in einem 
linearen Strang sowie in einer Helix vor. 
6.7 Zusammenfassung 
Dieses Unterkapitel soll die Ergebnisse der sechs betrachteten Datensätze zusammen-
fassen und eine Aussage für das weitere Verfahren liefern. 
Ein Vergleich der Sekundärstrukturen und der generierten Bindungsmuster liefert für je-
den Datensatz dasselbe Ergebnis. Es wurde kein Bindungsmuster gefunden, welches zu 
einem bestimmten Sekundärstrukturelement eine signifikante Neigung zeigt. Dies be-
gründend sich durch die Lage der Muster, welche sich in allen Strukturelementen vorher-
gesagt wurden. Dabei trat dieses Problem im Vergleich verschiedener Sequenzen mit 
dem selben Bindungsmuster auf. Auch innerhalb einer Sequenz wurden Start - und End-
muster separat betrachtet und in unterschiedlichen Strukturelementen gefunden. Daher 
muss festgehalten werden, dass es nicht möglich ist, aus den ermittelten Ergebnissen, 
eine Methode zur Klassifizierung der DNA - und RNA - Sekundärstrukturen durch Sekun-
därstrukturvorhersagen und dem Vergleich mit Bindungsmustern zu entwickeln. Aus die-
sem Anlass soll im weiteren Verlauf dieser Bachelorarbeit ein Kapitel Fehleranalyse zu-
sätzlich eingeführt werden, welches eine Diskussion über mögliche Fehler und daraus 
folgenden Verbesserungen bzw. alternativen Ansätze liefert soll. 
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7 Fehleranalyse und Ausblick 
Dieses Kapitel dient der Betrachtung jenes Sachverhaltes, warum es nicht möglich war, 
aus den generierten Ergebnissen eine Methode zur Klassifizierung von DNA - RNA -. Se-
kundärstrukturen zu entwickeln. 
Als erste Fehlerquelle soll die Sekundärstrukturvorhersage untersucht werden. Für diese 
Vorhersagen wurden die Vorhersagealgorithmen mFold und CentroidFold verwendet. 
Beide Algorithmen wurden wie im Kapitel 4.1 erwähnt als effizienteste Algorithmen be-
schrieben. Die Qualität der Vorhersagen lag bei ca. 86% Genauigkeit. Der Vergleich zwi-
schen aufgeklärter und vorhergesagter Sekundärstruktur zeigte, dass einzelne Bulge - 
Loops nicht vorhergesagt wurden, was eine Relevanz für die vorhergesagten Sekundär-
strukturen der sechs Aptamer - Datensätze haben könnte, wodurch bestimmte Bindungs-
muster nicht in einem richtigen Bezug für Strukturelemente gestellt werden konnten. Die-
ses Problem lässt sich selbstverständlich nicht beheben, so lange nicht die korrekte Se-
kundärstruktur für die Datensätze bekannt ist.  
Die zweite Fehlerquelle bezieht sich auf den Algorithmus zur Suche von Bindungsmus-
tern. Ein Ansatz wäre, dass statt wie bisher drei Nucleotide auch variierende Längen be-
trachtet werden könnten. Dies bedeutet beispielsweise, ein Bindungsmuster hätte als 
Startmuster eine Länge von drei Nucleotiden und im Endmuster eine Länge von vier Nuc-
leotiden, wobei die Länge nicht größer/gleich fünf Nucleotide und kleiner/gleich drei Nuc-
leotiden sein sollte, damit die Bindungsmuster auch innerhalb der Nucleotidgröße der 
Strukturelemente liegen.  
Die Ergebnisse in Kapitel 6 zeigen, dass nicht für alle Sequenzen Bindungsmuster gefun-
den wurden. Daher sollte als zweiter Ansatz der Algorithmus so sensibilisiert werden, 
dass die Bindungsmuster nur als Bindungsmuster betrachtet werden, wenn diese in jeder 
Sequenz enthalten sind. Dieser Ansatz lässt sich durch die Tatsache, dass es sich in den 
Datensätzen um Aptamere und somit ähnlichen Sequenzen handelt, legitimieren.  
Ein dritter Ansatz zur Optimierung zeigt sich, dass in dem Datensatz BsHfq - His Thymin - 
Tags die Ergebnisse für die Suche nach Bindungsmustern verfälscht haben. Daher sollten 
den Algorithmus gewisse Einschränkungen dazu befähigen, diese Tags für die Suche der 
Bindungsmuster zu ignorieren. 
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Angesichts der Tatsache, dass in keinem der Datensätze signifikante Ergebnisse gefun-
den wurden, muss die Methode einer Klassifizierung der Sekundärstrukturen durch Ver-
wendung von Bindungsmuster generell in Frage gestellt werden. Zur Bekräftigung dieser 
These soll folgendes Web Logo [29] dienen: 
 
Abbildung 31: Web Logo für Hairpin - Loop Datensatz VEGF165 - Familie III 
Dieses Web Logo wurde für den einzigen vorhergesagten Hairpin - Loop aller Sequenzen des Da-
tensatz VEGF165 - Familie III erstellt.  Die Hairpin - Loops entsprechen einer Größe von vier Nuc-
leotiden. Dem Web Logo ist zu entnehmen, dass der Hairpin - Loop auf sequenzieller Ebene kei-
nen Informationsgehalt besitzt und die Sequenz keinen relevanten Bezüge für die Ausbildung des 
Hairpin - Loop besitzt. 
Diese Tatsache lässt vermuten, dass auf energetischer Ebene eine Methode zu Klassifi-
zierung von Sekundärstrukturen gefunden werden kann.  Explizit bedeutet dies, dass die 
minimalen freien Energie zwischen Sekundärstruktur und Sequenzen keinen Zusammen-
hang besitzt, da die Energiebewertung der gesamt Struktur betrachtet wurde. Es besteht  
aber die Vermutung, dass es eine Korrelation zwischen den einzelnen Sekundärstruktur-
elementen aus einem Datensatz mit der Energiebewertung für einzelne Strukturelemente 
gibt. Dies soll an folgender Abbildung verdeutlicht werden: 
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Abbildung 32: Minimale freie Energie für einzelne Strukturelemente 
Gezeigt ist die erste Sequenz des Datensatzes pVIII - M13 Phage, welche durch mFold vorherge-
sagt wurde. Des Weiteren ist eine Tabelle für die enthaltenen Strukturelemente und deren Ener-
giebewertung zu erkennen. Die Annahme ist, das sich für die Strukturelemente des gesamten Da-
tensatzes ähnliche Energien finden lassen, wodurch es möglich wäre, diese durch einen Vergleich 
zu klassifizieren. Beispielsweise wird vermutet, dass sich für die Hairpin - Loops aus Datensatz 
VEGF165 - Familie III ähnliche Energiebewertungen finden lassen. 
 
Es muss zu diesem Zeitpunkt über das weitere Verfahren zu einer Klassifizierung von 
Sekundärstrukturen überlegt werden, ob die Suche nach Bindungsmustern durch Optimie-
rung des Algorithmus fortgesetzt wird oder ein neuer Ansatz mittels Betrachtung der mi-
nimalen freien Energie verfolgt wird.  
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8 Zusammenfassung 
Im diesem letzten Kapitel soll der Inhalt der Bachelorarbeit zusammengefasst werden, um 
dem Leser ein Gesamtbild der durchgeführten Methoden, der generierten Ergebnisse und 
den Blick in die Zukunft für eine Klassifizierung von Sekundärstrukturen  zu vermitteln. 
Das Ziel dieses Bachelorarbeit war eine Methode für die Klassifizierung von DNA -, RNA - 
Sekundärstrukturen zu entwickeln unter der Verwendung von Sekundärstruktur - Vorher-
sagealgorithmen und Bindungsmustern. 
Für die Strukturvorhersagen mussten gewissen Grundlagen für die Nucleotide - Chemie 
erörtert werden, welche Strukturelemente existierten und wie das funktionelle Prinzip der 
Sekundärstruktur - Vorhersagealgorithmen mFold und Centroidfold aufgebaut ist. Eine 
Qualitätsuntersuchung der Algorithmen legitimierte ihre Verwendung. Aus den vorherge-
sagten Sekundärstrukturen, welche für sechs Datensätze erfolgten, wurde ein Vergleich 
innerhalb jedes einzelnen Datensatz für die gefalteten Sequenzen durchgeführt. Es wurde 
zuvor vermutet, dass die Strukturen im Vergleich zueinander in einem Datensatz eine 
gewisse Ähnlichkeit besitzen, da es sich um Aptamere handelt. Die Ergebnisse zeigten, 
dass die Vermutung bestätigt werden konnte. Auszugsweise wurden im Datensatz RIG-I 
Protein allen Sequenzen nur ein einzelner Hairpin - Loop vorhergesagt. Der Datensatz 
pVIII - M13 Phage besaß die größten Abweichungen, wodurch die Strukturen in fünf 
Gruppen separiert werden mussten. Für die minimale freie Energie konnte kein Zusam-
menhang zwischen den Sequenzen und der Struktur in einem Datensatz erstellt werden. 
Hierfür wird vermutet, dass dies an der Betrachtung der Gesamtenergie der Struktur liegt. 
Eine weiter Methode in dieser Bachelorarbeit war die Suche nach Bindungsmuster, wel-
che wie vermutet, verantwortlich für die Ausbildung von Strukturelementen sind. Hierfür 
wurde ein eigener Algorithmus entwickelt, welcher nach diesen Bindungsmustern in den 
Sequenzen suchen sollte. Die gefunden Bindungsmuster korrelierten nicht mit den Se-
kundärstrukturelementen in keinen der betrachteten Datensätzen. Aus diesem Grund 
konnte das Ziel der Bachelorarbeit für die Entwicklung einer Methode zur Klassifizierung 
von Sekundärstrukturen nicht erreicht werden. Fehler, welche dafür verantwortlich sein 
könnten, wurden diskutiert und Verbesserungsvorschläge für die Suche nach Bindungs-
mustern aufgeführt.  
Zusammenfassung   
 
Da ein Web Logo zeigte, dass sich auf sequenzieller Ebene in dem Datensatz VEGF165 - 
Familie III für die vorhergesagten Hairpin - Loops kein Informationsgehalt finden ließ, wur-
de der Ansatz zur Entwicklung einer Methode für die Klassifizierung der Nucleotid - Se-
kundärstrukturen in Frage gestellt. Hierfür erfolgte die Vorstellung eines alternativen An-
satzes, welcher eine Korrelation zwischen ähnlichen Strukturelementen und dazugehören 
minimalen freien Energien im Vergleich zu den Sequenzen vermuten ließ. 
 
Es zeigt sich, dass dieses Thema noch für weitere Arbeiten ein großes Potenzial bildet.  
Zu guter Letzt sei gesagt: 
 
"Wo damals die Grenzen der Wissenschaft waren, da ist jetzt die Mitte." 
- Georg Christoph Lichtenberg - 
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